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INTRODUCCION

En los ultimos anos diferentes asociaciones de registro de razas de
caballo han utilizado cada vez mas el método de inseminacion artificial para la
reproduccion de los equinos, y muchas de estas. utilizan semen congelado.

En el proceso de congelacion — descongelacion de semen equino la pérdida de
la viabilidad espermatica es de aproximadamente 50 — 60%, por lo que se han
realizado diversas investigaciones para mejorar las técnicas de coleccion de
semen, en las cuales el objeto ha sido modificar algunos de los pasos del
procedimiento, a fin de encontrar, no siempre de manera directa, una
disminucion en la merma de la viabilidad espermatica al momento de la
evaluacion. A tal efecto, también se han realizado estudios sobre
modificaciones en la centrifugaciéon del eyaculado, en la osmolaridad del
diluyente de congelado, en el tipo de envase, en la concentraciéon espermatica,
en el ritmo de descenso de la temperatura de congelamiento, asi como en los
crioprotectores intracelulares y en los azucares de los diluyentes

Recientemente han surgido investigaciones en las que se utilizan alternativas
proteinicas dentro del diluyente en lugar de la yema de huevo, asi pues, se ha

utilizado albumina sérica bovina, suero equino, suero bovino, proteina de soya,

alcohol polivinilico, etc. Todos estos ingredientes han sido utilizados en el

congelado de semen equino.



OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es hacer una revision de literatura, para
evaluar cual es el diluyente que nos brinda mayor confiabilidad en el

congelamiento de semen equino, utilizado para la inseminacion artificial.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades

La reproduccién en el ganado equino es un proceso estacional. El
periodo mas fértil en el hemisferio norte va de abril a octubre Los potros nacen
normalmente en primavera y verano, época en que el suministro de__;alimento y

. B
las condiciones medioambientales son optimas para la yegua y su‘(‘:r'ia. Como la
gestacion de la yegua dura 11 meses la epoca de celos se sélépa con la de
partos (Ginther, 1979).

Existe una estrecha relaciéon entre la duracion del dia y el periodo
anovulatorio. La ovulacién se minimiza o suprime en invierno y es maxima en
verano. La primavera y el otofio son periodo se transicién entre los anteriores
(Ginther, 1979).

La duracién del ciclo varia con la estacion. Hughes et al, 1972,
estudiaron el ciclo en California. El ciclo duraba 3 semanas aproximadamente.
A partir de noviembre su duracién aumentaba hasta mas de 30 dias en
diciembre, enero, y febrero y posteriormente decrecia de nuevo. La duracion del
celo era minima en la estacion sexual (7-8 dia). No habia una relacion clara
entre la estacion y la duracion del diestro (Hughes et al., 1972).

La estacion también tiene un efecto pronunciado en el rendimiento
reproductivo del semental. Se ha demostrado una influencia estacional sobre el
tiempo de reaccion (intervalo entre el primer contacto visual y la copula) vy el
tiempo de copulacién. Se observé que la actividad sexual maxima (en el

hemisferio norte) tenia lugar entre marzo y octubre (Pickett, 1979).
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Durante la estacion reproductiva las yeguas salen en celo cada 21 (18-
24) dias como media. El celo dura unos 5 (3-9) y la ovulacioén tiene lugar 24-48
horas antes del final del mismo. La fecundacion tiene lugar en el oviducto y se
puede producir hasta 30 horas después de la ovulacion (Woods 1990). EI
transporte del évulo desde el ovario al Gtero dura unos 3 dias La implantacion
del blastocito tiene lugar a los 2 meses de la fecundacion. La gestacion dura 11
meses(310-365). El primer celo posparto, también llamado celo del potro , tiene
lugar a los 5-15 dias del parto. Posteriormente comienza de nuevo el ciclo
normal (Woods 1990).

El desarrollo completo de las funciones reproductivas, que recibe el
nombre de pubertad, se cc;mpleta a los 2 anos aproximadamente en las yeguas
y un poco antes en los caballos. La capacidad reproductiva puede agotarse
alrededor del os 20 afios. Para obrar con garantias de obtener una buena
descendencia, los caballos no deben destinarse a la reproduccion antes de los
3 afos. La duracion de la capacidad reproductiva de los sementales puede
superar ligeramente los 20 afos (Falsina, 1992)

Coleccidén del semen

Las caracteristicas y fertilidad de los espermatozoides pueden afectarse
por las técnicas de recoleccién empleada. Se pueden utilizar una de las 4
técnicas basicas que son: manipulacién digital o presion sobre el glande con
una mano enguantada, electroeyaculacién, utilizacion del condon y empleo de
vagina artificial (Howard y Pace, 1991). Siendo este el mas factible en la

coleccién del semen equino (Zarco y Boeta, 2000).



Propiedades del semen.
El eyaculado del garafidn esta compuesto e 6 a 9 chorros. El volumen de

cada chorro consecutivo en el eyaculado se reduce en aproximadamente 50%
de valor inicial; el 70% o mas de los espermatozoides y los constituyentes
basicos estan contenidos en las primeras tres eyaculaciones

El material gelatinoso del semen secretado por las vesiculas seminales tiene
poco efecto en la motilidad o en la capacidad fecundadora de los
espermatozoides. Algunas de las caracteristicas mas importantes del semen de

garanon se resumen en el Cuadro 1 (Hernandez, 1998).

Cuadro 1. Caracteristicas generales del semen de garaion.

Volumen Variable entre individuos. promedio 40 a 150ml

Aspecto Fraccion 1: acuosa; fraccion 2: lechosa: fraccién 3: viscosa
Color Blanquecino

Motilidad Promedio de 70%

Concentracién 100 a 500 millones/m!

Morfologia 90% de células normales

PH 70a7.8

(Hernéndez, 1998)

Evaluacidon del semen

En el laboratorio se retira el protector del recipiente del colector del
semen y el filtro, se registra la presencia de alteraciones como sangre o pus. El
pH del equino es ligeramente basico 7.2 a 7.7, esto se determina usando un

potenciometro en la primera hora después de la coleccion. Esto se realiza para




descartar cualquier tipo de contaminacion con orina o jabon o puede asociarse
también a lesiones inflamatorias del aparato genital interno (Zarco y Boeta,
2000).

La evaluacion del semen debe realizarse lo mas rapidamente posible
después de su coleccién, ya que el liquido seminal altera las caracteristicas
motiles de los espermatozoides. Por esta razon algunos autores recomiendan
adicionar al vaso colector de semen 50 a 100 ml de diluyente antes de la
coleccion (Zarco y Boeta, 2000).

Apariencia.

El semen del caballo es normalmente blanco lechoso con un espesor
equivalente a la nata simple. No debe haber evidencia de sangre. El volumen
normal es de 30 a 250 ml, pero en promedio 100 ml. (Morel, 1993).

Motilidad. : ‘

La motilidad es clasificada de 0-5. 0 es clasificado como muy pobre y 5

como excelente. La motilidad debe ser evaluada inmediatamente (Morel, 1999).

Cuadro 2. Evaluacién de Ila motilidad

Grado Descripcion ~ ]
0 No hay motilidad

1 Estacionario o débil movimiento rotatorio

2 Mov. hacia delante y atrds pero menos del 50%. No hay olas

3 Olas rapidas que indica que hay de un 50 a 80% de motilidad

4 Mov. progresivo indicando que hay un 90% de motilidad

5 Movimientos con fuerza indicando un 100% de motilidad

(Morel, 1993)




Concentracion.
La evaluacién de la concentracion espermatica se realiza por medio de

un hemacitémetro, utilizando una sustancia espermicida. | as concentraciones

ideales para inseminar son de 300 a 500 millones/m (Zarco y Boeta, 2000).

Morfologia.
El examen de la morfologia es un método que se realiza para evaluar la

fertilidad del caballo. El esperma se examina microscopicamente utilizando una
muestra de semen diluido. Se considera que la morfologia normal y apropiado

de los espermatozoides para la inseminacién artificial debe ser del 65% o0 mas

(Morel, 1993).

Congelamiento de semen

El congelado consiste en un descenso progresivo de la temperatura con
el propésito de reducir la actividad fundamental espermatica. (Payan, 1996)
El congelar semen equino presenta algunas desventajas que hay que tomar en
Cuenta ya que existe una pérdida de la motilidad espermatica, logrando
mantenerse de 40 a 45% de esta, ademas disminuye la fertilidad con respecto
é[ semen fresco, y la membrana espermatica pierde estabi_iidad al momento de
la congelacion y descongelacion, aumentando el costo por concepcion (Pérez,
1995).

Los resultados de la congelacién del esperma equino parecen ser
satisfactorios; las tasas de concepcion alcanzadas con inseminacion son altas.
Se menciona que en el semen congelado, el manejo debe ser rapido desde la

coleccion de este hasta su congelacion (no mas de 20 minutos) aunque otros



citan que se debe de esperar que la muestra disminuya su temperatura (Zarco y

Boeta, 1995).

Centrifugacion del eyaculado.
Después de haber obtenido el semen deben ser eliminadas las

secreciones accesorias por medio de la filtracién y algunos autores aconsejan
eliminar el plasma seminal por centrifugacion. (Torres, 1995). Se recomienda
que al momento de llegar al laboratorio para la gon'se.wacién del semen, se
mezcle con el diluyente de centrifugacion, el cual debe estar a 37°C, dentro de
los 2 minutos postcoleccion. Zarco y Boeta (1995) recomiendan que la dilucidén
debe de ser 1:1 pero otros han utilizado diluciones de hasta 15 posteriormente
S€ espera unos momentos para que haya el proceso de adaptacion, que incluye
en el descenso de la temperatura a la ambiental, para facilitar la sedimentacion.
La velocidad de centrifugacion varia desde 400 gravedades/15minutos a 1000
gravedades/5 minutos. Con esto se logra separar el liquido seminal, que es la
parte sobrenadante, ya que la presencia en el semen ocasiona que ocurra la
aglutinacion.

Torres (_1995) menciona que existen 2 técnicas que desarrollan el
diluyente de centrifugacion, como se muestran en el cuadro 3 y 4.

Las concentraciones de plasma seminal muy altas y muy bajas fueron
detrimentales en la motilidad del espermatozoide: el 20% del semen fue la
concentracion Optima para la muestra; ya que el plasma seminal contiene
electrolitos como lo es el caso de potasio (K), los cuales son importantes en la

regulacion de la funcién espermatica (Torres, 1995).



Cuadro 3. Diluyente de centrifugacion establecido por la

escuela Norteamericana

Ingrediente Cantidad
mOsnvkg 290
Citrato de sodio 25.950.g
Glucosa 1.500¢
EDTA disodico 3.699
Bicarbonato de sodio 1.200¢
pH 6.89

(Pérez, 1995)

Cuadro 4. Diluyente de centrifugacion establecido por la

escuela Alemana

Aditivo Cantidad
Glucosa 59.985¢
Citrato de sodio 3.700 g
EDTA 3.699 g
Biearbonato de sodio 1.200¢g
Sulfato de polimixina B 10,000,000
Agua estilada c.b.p. 1litro
pH 6.59
mOsm/kg 409
Temperatura 36°C

1
|
J

(Pérez, 1995)



Diluyentes de congelacion.
El diluyente debe prepararse poco antes de la coleccion del semen y

enfriarse a 5°C. hasta el momento que se va a utilizar, el cual consta de:

A. Nutrientes
B. Amortiguadores
C. Antibacterianos
D Anticongelantes
Torres, (1995) menciona que el diluyente que mas se a utilizado y que

mejores resultados ha dado es el sugerido por ellos, el cual se muestra en el

cuadro siguiente.

Cuadro 5. Formulaciéon para la elaboracién del diluyente de
congelacion

Ingrediente Cantidad
Diluyente de centrifugacion 25ml
Lactosa al 11% 50ml
Glicerina 4ml
Yema de huevo 20ml
Pasta orvus 0.5ml
Agua destilada c.b.p. 100ml

Palacio y Zarco (1996) realizaron un estudio en donde colectaron 14
eyaculados equinos, de cada uno de ellos, previa centrifugacion, se obtuvieron
7 alicuotas que fueron incorporadas a los diferentes diluyentes de congelacion,

Cuya base general no difiere de ninguno de los tratamientos estudiados,
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excepto en el componente proteinico, ya que en el grupo testigo se utilizo la
yema de huevo al 20% (YH), la cual se sustituyo, en los grupos experimentales
por suero equino al 3%, suero equino al 6%, albumina sérica bovina al 2% y
albumina seérica al 3%. El proceso de congelamiento fue el mismo para todos
los tratamientos y se utilizé el sistema PAS (Programa para anélisis de semen)
con el fin de evaluar la motilidad, velocidad y linealidad del recorrido de las
muestras en pos descongelacidon. En general se noté un efecto detrimental
considerable de todos los sustitutos al momento de la descongelacién ya que
solo el 46% de las muestras en estudio tuvieron viabilidad detectable por la
computadora. En cambio todas las muestras testigo (YH) se pudieron analizar.
En cuanto a la motilidad se encontré que el diluyente YH resulté ser el mas.
Ademas presentd mayor indice de velocidad y linealidad.

Palacio y Zarco (1996) concluyeron que el uso de yema de huevo en el
diluyente de congelacion de selmén equino provee una mejor proteccion al
espermatozoide ante dicho proceso, que los suero de equino, bovino vy

albumina sérica bovina.

Cuadro 6. Diluyente con base en suero equino al 3% (SE3)

Ingrediente Cantidad

Diluyente de centrifugacion 25.00ml |

Lactosa 7. 48ml 4—1

'Suero equino inactivado 3.00ml

Glicerol 4 .00mI R

Agua bidestilada 68.00ml |
J
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Cuadro 7. Diluyente con base en

suero equino al 6% (SES6)

Ingrediente Cantidad
Diluyente de centrifugacion 25.00ml
Lactosa 7.15g
Suero equino inactivado 6.00ml
Glicerol 4.00m|
Agua bidestilada 65.00ml

Cuadro 8. Diluyente con base. en

suero bovino al 3% (SB3)

| Ingredientes Cantidad
Diluyente de centrifugacion 25.00ml
actosa 7.48g
Suero bovino inactivado 3.00ml
Glicerol 4.00ml
Agua bidestilada 68.00ml

Cuadro 9. Diluyente con base en

suero bovino al 6% (SB6)

Ingredientes Cantidad
Diluyente de centrifugacién 25.00ml
lactosa 7.15g
Suero bovino 6.00ml
Glicerol 4.00ml
Agua bidestilada 65.00ml

12




Cuadro 10. Diluyente con base en albumina sérica bovina al 2%
(AS2)

Ingredientes Cantidad
Diluyente de centrifugacion 25.00ml
Lactosa 7.59g
Albimina sérica bovina 2.00g
Glicerol 4.00ml
Agua bidestilada 68.00ml

Cuadro 11. Diluyente con base en albumina sérica bovina al 3%

AS3)

Ingredientes Cantidad
Diluyente de centrifugacion 25.00ml
Lactosa 7.48g
Albamina sérica bovina 3.00g
Glicerol 4.00ml
Agua bidestilada 68.00ml

Boeta y Zarco (2000) evaluaron la utilizaciéon de leche descremada ultra
pasteurizada comercial como diluyente para semen de burro, destinado a la
inseminacion artificial de yeguas, comparandolo con el diluyente de Kenney. Se
utilizaron 28 yeguas divididas en 2 grupos. Las yeguas del grupo testigo (n=11)
fueron inseminadas con semen diluido en Kenney; las del grupo experimental
(n=17) fueron inseminadas con semen diluido en leche descremada ultra

pasteurizada. El indice de concepcion fue de 54.5% para el grupo testigo y de

13



76.5% para el grupo inseminado con seme 1 diluido en leche descremada ultra
pasteurizada comercial.

Por otra parte Cortez ef al, en 19¢ 3, realizaron un estudio en el que
compararon YH con un diluyente llamado Jerck | en la que concluyeron que
con un enfriamiento de 20 a 5°C a una vel: cidad de 0.1°C/min y con un tiempo
de equilibrio en glicerol de 1 hora cumpl a2 con los requisitos minimos para
utilizarse en la inseminacion artificial de y :guas (30 % MP(motilidad)), por lo
que se convierte en un alternativa para la criopreservacion de semen en

equinos genéticamente sobresalientes.
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CONCLUSIONES

Podemos concluir que el uso de la yema de huevo en el diluyente de
congelacion de semen equino provee una mejor proteccion al espermatozoide
ante dicho proceso, que el suero equino, suero bovino y albamina sérica bovina,
ya que se notd un efecto detrimental considerable de todos los sustitutos al
momento de la congelacion ya que solo el 46% de las muestras tuvieron
viabilidad detectable por la computadora. En cambio todas las muestras testigo
(YH) se pudieron analizar. La motilidad no presento diferencias entre los
tratamientos, a excepcion del diluyente SB6. En cuanto a la motilidad analizada
visualmente, se encontré que el diluyente YH resulto ser de mayor motilidad. La
linealidad resulté ser mejor para el diluyente YH y SB6. El mejor indice de
velocidad lo presento el diluyente YH.

Sin embargo los resultados de los estudios de la leche descremada ultra
pasteurizada comercial sugieren que puede ser utilizada para la dilucion de
semen equino con resultados similares o mejores a los obtenidos con
diluyentes quimicamente definidos. La utilizacién de leche descremada ultra
pasteurizada tiene consiéerables ventajas, ya que es muy barata en

comparacion con otros diluyentes, se puede obtener en cualquier lugar, se

mantiene estéril hasta ser abierta, y no requiere de ninguna preparacion.
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