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AUTOR: Angel Fernando Tigse Vargas.
RESUMEN

La reproduccion equina es un proceso fundamental dentro de la vida, que nos permite
directamente mejorar y renovar las diferentes razas con las caracteristicas deseadas de acuerdo
con los criadores, La conservacion de células espermaticas es una técnica de los procesos
reproductivos, una de ella es la biotecnologia en la actualidad. EI mejoramiento genético en los
equinos ha permitido el uso de los mejores caballos reproductores dentro del estudio realizado,
se hizo una seleccion, preparacion, colecta y evaluacion del eyaculado espermatico de los
equinos. Se escogieron cinco caballos arabes y cinco caballos lusitanos para realizar un analisis
sobre la crioconservacion del semen en las dos razas, estos sementales son del canton
Latacunga, donde entraron a comparacion los dos diluyentes comerciales el cual es el Botucrio
e Inra96. Las caracteristicas de cada uno sin duda son evidentes dentro del analisis
macroscopicos como son volumen, concentracion, motilidad total, motilidad progresiva, color,
olor y pH, en las caracteristicas microscépicas se evalué motilidad total, motilidad progresiva,
porcentaje de vivos-muertos. En las diferentes extracciones seminales de los equinos se llegd
a la conclusion que el diluyente Botucrio en esta investigacion dio mejor resultado
macroscopico y microscopico con un 70% mientras que el diluyente Inra96 dio un resultado de

factibilidad de un 30%. Por consiguiente, se recomienda trabajar con el dilyente Botucrio.

Palabras claves: crioconservacion, células espermaticas, diluyentes, semen, razas,

mejoramiento equino, biotecnologia.
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TITLE: " EVALUATION OF TWO DILUENTS BOTUCRIO® AND INRA96 BY
CRYOPRESERVATION OF SPERM CELLS IN LUCITANO AND ARABIAN
HORSES IN LATACUNGA CANTON."

AUTHOR: Tigse Vargas Angel Fernando
ABSTRACT

Equine reproduction is an important and fundamental process in the life of stallions since it
allows us to directly improve and renew the different breeds with the desired characteristics
according to the breeders, the conservation of sperm cells is a technique of the reproductive
processes, one of them is biotechnology at present. The genetic improvement in equines has
allowed the use of the best reproductive horses within the study carried out, a selection,
preparation, collection, and evaluation of the equine sperm ejaculate was made. Five Arabian
horses and five Lusitano horses were chosen to carry out an analysis on the cryopreservation of
semen in the two breeds, these stallions are from the Latacunga canton, where the two
commercial diluents Botucrio and Inra96 were compared. The characteristics of each one are
undoubtedly evident in the macroscopic analysis such as volume, concentration, total motility,
progressive motility, color, odor, and pH, In the microscopic characteristics, total motility,
progressive motility, percentage of live-dead were evaluated. In the different seminal
extractions of equines, it was concluded that the Botucrio diluent in this research gave better
macroscopic and microscopic results with 70%, while the Inra96 diluent gave a feasibility result
of 30%. Therefore, it is recommended to work with the Botucrio diluent because of its greater

efficacy in showing excellent results in the evaluations and its moderate economic cost.

Keywords: Cryopreservation, Sperm cells, Extender, Semen, Breeds, Equine breeding,

Biotechnology.
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1. INFORMACION GENERAL
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Fecha de inicio:

20 de Abril del 2023

Fecha de finalizacion:

30 de Agosto del 2023

Lugar de ejecucion:

Provincia de Cotopaxi.

Canton Latacunga.

Parroquia Belisario Quevedo.

Facultad que auspicia:

Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales.
Carrera que auspicia:

Medicina Veterinaria

Proyecto de investigacion vinculado:
Proyecto de Mejoramiento Genético Equino.
Equipo de Trabajo:

Tutor: PhD. Rafael Garzon Jarrin

Estudiante: Angel Fernando Tigse Vargas.

Area de Conocimiento:

Ciencias: 42 Ciencias agrarias ciencias veterinarias y genéticas.
Linea de investigacion:

Anadlisis conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local.
Sub lineas de investigacion de la Carrera:

Mejora y conservacion de recursos zoogenéticos.



2. BENEFICIARIOS
2.1.Directos: propietarios y el tesista.

2.2.Indirectos: estudiantes de la carrera de medicina veterinaria y asociaciones de

criadores equinos.

3. JUSTIFICACION

La contribucion de la biotecnologia moderna ha llevado a cabo el desarrollo de mecanismos y
técnicas que sirven de apoyo a la produccion de varias especies animales como son los equinos,
una de las alternativas mas requeridas es la CONSERVACION DEL SEMEN vya que permite
el aprovechamiento de una manera mas eficiente del material genético de los animales que

aportan con caracteristicas deseadas como son: su tamafio, vigorosidad, resistencia, entre otros.

La finalidad es la investigacion es la crioconservacion del semen equino, es un método y una
herramienta que tiene muchas ventajas como son: la evaluacion de la calidad seminal por
eyaculado o pos congelamiento, contribuir con la disminucién de enfermedades de transmision
sexual; también nos permite el almacenamiento seminal por periodos largos de tiempo por su
congelacién y aceptan realizar bancos de material genético de animales que van destacando en
diferentes actividades ecuestres por su alto valor genético y sus cualidades para las

caracteristicas deseadas por el productor.

La importancia de dar un realce al progresos y avances a los productores de semovientes de la
provincia de Cotopaxi y del pais, que han obtenido con la crioconservacion en el area de la
biotecnologia de la reproduccién animal en relacion con los equinos se han dado los casos en
Colombia y en Per, en donde, lo equinos son mas importantes dia tras dia, esto se debe a su
amplia participacion de actividades ecuestres como son, actividades deportivas, de trabajo, de
exposicién y su comercializaciéon a nivel del mundo del material genético equino

crioconservado.

El manejo de las técnicas actuales de crioconservacion de semen equino da variabilidad en los
resultados ya que son varios los diluyentes que se dan uso, los diluyentes comerciales basan su
composicidn en productos de origen animal como la leche, huevos, glicerol y amidas. Existe
actualmente una deficiencia en investigaciones de técnicas sobre la crioconservacion de semen
equino ya que el material seminal no es aprovechado de una manera correcta y eficiente. Por lo

tanto, este estudio busca un reporte de técnicas de crioconservacion de semen equino que esté



al alcance de los pequefios y medianos productores con grandes resultados de eficiencia.

En Ecuador existen muchos criaderos equinos muy importantes y con reproductores de alta
calidad genética y comercial, las mismas que no se han realizado estudios para la mejora de

preservacion del material seminal como es la crioconsercacion del semen equino.

Por estos antecedentes es justificable realizar esta investigacion en el Ecuador, Provincia de
Cotopaxi, Canton Latacunga con el fin de proporcionar sostenibilidad en la especie y

seleccionar a los mejores sementales.

4. PROBLEMATICA

Uno de los principales problemas de los criaderos es el alto costo que no es accesible hacia los
pequefios y medianos criadores de equinos, en la aplicacion de esta técnica de la
crioconservacion de semen es uno de los principales procedimientos en el desarrollo dentro de
las biotecnologias para la reproduccién equina, pues la conservacion permite una distribucién
maxima y adecuada a la disponibilidad del material germinal de especimenes de interés, dentro
de las diferentes investigaciones ha facilitado el desarrollo de programas de seleccion genética

para rasgos de valor comercial en la especie.

La crioconservacion del semen equino se ha vuelto precaria en la provincia de Cotopaxi a lo
largo del tiempo, donde la genética equina se ha visto perjudicada debido a los pequefios
criadores de esta especie ya que han tomado a consideracion mantener el método tradicional de
la monta para su reproduccion. La crioconservacion del semen permite conservar y almacenar
material genético por largos periodos de tiempo. La optimizacion de los diluyentes para la
congelacion de semen equino sin duda busca garantizar la méxima viabilidad y fertilidad
posible del semen crioconservado, es fundamental debido a que la inseminacion artificial con
semen crioconservado cumple un papel fundamental en el uso de caballos que fenotipicamente

mejora los programas de mejoramiento genético.

Los escasos ejemplares que existen en Ecuador estan principalmente concentrados en los
grandes y mayores criadores, donde la economia de los mismos no se ve afectado al mantener

animales de raza, con una genética internacional.

En Ecuador el costo de compra venta de los ejemplares es alto, ya que la carga genética y su
valor se potencializa con la aparicion de ciertos rasgos que los criadores buscan en los

reproductores. En Ecuador no existen modificaciones en relacion a los métodos de contencién



de semen equino y menos implementando programas de genética enfocados en dar realce al
caballo criollo ecuatoriano potenciando los caracteres fenotipicos y genotipicos posicionandolo

en una raza propia del pais.

5. OBJETIVOS
5.1.0bjetivo general:

e Evaluar dos diluyentes comerciales (BotuCrio® e INRA96) para la crioconservacion de

semen equino en caballos arabes y lucitanos del cantdn Latacunga.
5.2.0bjetivos especificos:

e Estimar los parametros macroscépicos (volumen, ph, color, olor) del semen de los caballos
arabes y lucitanos.

e Analizar los parametros microscopicos del material seminal los caballos arabes y lucitanos.:
motilidad total, motilidad progresiva, porcentaje vivos-muertos post descongelamiento.

e Categorizar las diferencias entre los diluyentes en estudio, para determinar la calidad del

semen post descongelamiento en porcentaje de vivos y muertos.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

ACTIVIDADES Y
SISTEMAS DE i
DESCRIPCION

TAREAS EN RESULTADOS DE

. ACTIVIDAD. DE LA
RELACION A LOS LA ACTIVIDAD.
OBJETIVOS ACTIVIDAD.
PLANTEADOS.
Objetivo 1. Se obtuvieron las Determinacion
Evaluar parametros muestras colectadas | Los valores del | macroscopica de
macroscopicos  del de semen en el |volumen, color, | su estado
semen de los | C@MPO  para  su consistencia, Ph, | mediante los
caballos valoracion olor. sentidos como
seleccionados en macroscopicamente. son: vision,




relacion al volumen,
color, consistencia,

pH, entre otros.

tacto, olfato,

cintas de pH.

Objetivo 2.
Medir  parametros
microscopicos  del
material ~ seminal:
motilidad total,
motilidad
progresiva,
porcentaje  Vivos-
muertos post

descongelamiento.

Se obtuvieron las
muestras para su
valoracion

microscopicamente
en las colectas

seminales.

Los valores de las
colectas como:
motilidad total,
motilidad

progresiva,

porcentaje  vivos-
muertos post

descongelamiento.

Caracterizacion
microscépica Yy
registros de cada
muestra

recolectada.

Objetivo 3.

Estimar la
efectividad de dos
diluyentes,

BotuCrio® e
INRA96G, mediante
un estudio

estadistico.

Se obtuvieron las
mezclas de semen
con cada uno de los

diluyentes.

Los valores de
estimacién con cada

una de las muestras.

Determinacion

microscopica de
cada uno de los
diluyentes pos

descongelacion.




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA
7.1.Caballo

Hoy en dia los autores admiten que proviene del idioma espafiol, de algunos animales
heterogéneos, pero especialmente de la sangre de arabes y barbaros de Andalucia, que los
conquistadores espafioles trajeron mas, caballos inferiores para los soldados, por ser mas

baratos, en reserva. (1)

Muchos de estos caballos fueron abandonados o perdidos en el nuevo continente y por ello
fueron criados salvajes, reproduciéndose libremente en las condiciones ambientales de aquellas
regiones, sometiéndolos a una seleccion natural en la que ganaron los duros supervivientes de
la orden. El clima, la nutricion y las enfermedades transmitidas por animales, ademés de la

persecucién humana y animal. (2)

El mismo autor sefiala que este animal casi siempre es pequefio, las caracteristicas del caballo
pampeano indican la capacidad de adaptacion al entorno. Descendiente de los caballos &rabes
y andaluces, volvio a su estado salvaje antes de ser usado y criado por los indios. Sirvi6 a todos
los partidarios en la lucha por la libertad; como los ejércitos de los colonos europeos. El caballo
es la herramienta mas util para el transporte y manejo de los campesinos. Actualmente, no se
consideran sus valiosas propiedades. Aunque sea un capricho del criador sustituir el genuino
por uno fordneo o exatico, no hay otro caballo que pueda soportar condiciones productivas

equilibradas con jinete y montura durante varios dias sin ningan suplemento ni higiene.(3)
7.2.Anatomia y fisiologia del aparato reproductor del caballo.
Testiculos

Estas son las génadas masculinas, derivadas del esperma y de hormonas masculinas como la
testosterona. Los testiculos del caballo se encuentran en la region pabica, envueltos en un
diverticulo abdominal llamado escroto o escroto; el eje longitudinal de este testiculo es mayor
que el horizontal. Tienen forma de huevo y cada uno tiene dos lados, dos bordes y dos extremos.
En el caballo, los testiculos se ubican en la cavidad abdominal durante el feto, cerca del
mesonéfrico y descienden al escroto durante el parto; su tamafio normal para un semental adulto
es de unos 10-12 cm de largo, 6-7 cm de alto y 5 cm de ancho; pesa alrededor de 225-300 g.EI
tamafo de los testiculos varia segln la edad, la estacién y la raza del animal, asi como las

variaciones individuales. El tamafio testicular es importante porque tiene una alta correlacion



con el potencial de produccion de esperma. Los testiculos son mas grandes y activos durante la
época de cria y alcanzan su tamafio méximo en los meses de mayor fotoperiodo. La actividad
testicular disminuye, lo que puede conducir a niveles mas bajos de testosterona circulante y una

produccién total mas baja.(4)

A pesar del declive estacional, los testiculos del caballo no detienen por completo la produccién
de esperma en ningn momento del afio. Por lo tanto, los sementales son fértiles durante todo
el afio. Los testiculos estan cubiertos por la tanica vaginal, un tejido seroso que es una extension
del peritoneo. Esta capa serosa se forma cuando los testiculos descienden y se adhieren al

escroto.(5)

La capa més externa del testiculo es la tunica albuginea testicular, una delgada membrana
blanguecina de tejido conectivo elastico. Debajo de los testiculos de la tunica albuginea se
encuentra el parénquima, capa funcional 4 de los testiculos, es de color amarillento y esta
separado en segmentos por tabiques incompletos de tejido conjuntivo. Estos segmentos
contienen los tbulos semiesféricos. Con la estimulacion de FSH, las células de Sertoli (células
alimentadoras) producen proteina de union a andrégenos e inhibina. Los tabulos seminiferos

son las areas de produccion de esperma que componen 80 ul de los testiculos.(6)

Estos tabulos seminiferos estan conectados por una red de tabulos llamada rete tetis, que estan
conectados a 12 a 15 pequefios tlbulos, conductos eferentes que convergen en la cabeza del
epididimo. Las células de Leyding (intersticiales) se encuentran en el parénquima testicular
entre los tubulos seminiferos. LH estimula las células de Leydig para producir pequefias
cantidades de testosterona u otros andrdgenos. Se sabe que la testosterona es importante para el

desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y el comportamiento sexual normal.(7)
Epididimo

El epididimo es el primer conducto externo de los testiculos, que se une longitudinalmente a la
superficie de los testiculos. Esta cubierto por la tanica vaginal y la albuginea, que consisten en
la cabeza, que esta firmemente unida a los testiculos, el cuerpo del epididimo y la cola; que
termina en los deferentes. Su longitud en caballos es de 72-81 m. La funcidn del apéndice es
transportar los espermatozoides desde el testiculo; qué diferentes factores afectan este
movimiento. Un factor es la presion de los nuevos espermatozoides, este movimiento es
apoyado por la presion externa creada por la accion de friccion sobre los testiculos y el
epididimo durante el ejercicio normal. Durante la eyaculacion, las contracciones de la capa de



masculo liso del epididimo y la ligera presion negativa creada por la contraccion de los vasos
sanguineos y la uretra transportan activamente los espermatozoides desde los vasos del

epididimo hasta la uretra.(8)

Con respecto al almacenamiento de esperma, la mayoria de los espermatozoides se almacenan
en la cola del epididimo, ya que el esperma concentrado permanece en su luz. Alli, los medios
son Optimos para proteger la viabilidad de los espermatozoides durante mucho tiempo. La
maduracion ocurre cuando los espermatozoides recién formados ingresan a la cabeza del

epididimo, desde los conductos eferentes, carecen de la capacidad de moverse y ser fértiles.(9)

Cuando atraviesan el epididimo, adquieren la capacidad de moverse y volverse fértiles. Al
atravesar el epididimo, los espermatozoides pierden la gota citoplasmética formada durante la
espermatogénesis en el cuello del espermatozoide, lo que indica la maduracion de los
espermatozoides en el epididimo. Si una gran proporcion de espermatozoides recién eyaculados
tienen gotitas citoplasmaticas, se consideran inmaduros debido a la baja fertilidad. También es
causado por funciones del epididimo, destruccion masiva de espermatozoides viejos y

anormales.(10)
Cordon espermatico

El cordon espermatico comienza en el anillo inguinal profundo, donde se unen sus partes, y
discurre oblicua y ventralmente a través del canal inguinal, pasando por el costado del pene y
terminando en el borde de insercion del testiculo. El conducto deferente consta de: la arteria
testicular, las venas testiculares, el plexo testicular, los vasos sanguineos, los haces de tejido
muscular liso y la capa visceral de la tunica vaginal. Tanto el escroto como el escroto soportan
los testiculos, y su funcién comdn es mantener la temperatura testicular acercando los testiculos
al cuerpo cuando la temperatura ambiente es muy baja, o permitiéndoles que cuelguen del

cuerpo cuando suben.(11)
Uretra

Este es un tubo que se extiende desde la vejiga hasta la ultima parte del pene. La parte pélvica
de la uretra se envuelve alrededor del masculo uretral, que se contrae fuertemente durante la
eyaculacion. La uretra termina en una extension libre llamada proceso uretral; En el interior del

pene, el cuerpo calloso esponjoso rodea la uretra, una zona hueca de tejido eréctil que sirve de



canal para la secrecion de orina y esperma, que seria una prolongacion de la cola del
epididimo.(12)

Escroto

Este es el saco que contiene los testiculos y las partes adyacentes del cordon espermatico. Tiene
forma esférica, pero suele ser asimétrica porque el testiculo, principalmente el izquierdo, es mas
grande y esté situado ligeramente caudalmente. El escroto consta de varias capas; la capa
externa de piel gruesa con muchas glandulas sudoriparas y sebaceas, la tinica dartos, que divide
el escroto en dos bolsas, la fascia escrotal y la parietal. Es importante que la temperatura del
testiculo sea 0,5-4°C inferior a la temperatura del resto del cuerpo, y este mecanismo regulador
lo aseguran dos musculos lisos: tdnica dartos y cremaster y el masculo liso que rodea al

testiculo. cordon espermatico, ambos sensibles al calor.(13)
Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias viene siendo un conjunto de glandulas que se localizan entre

la parte final del conducto deferente y la base del pene. (14)

e Préstata: Es una glandula lobulillar situada en el cuello de la vejiga y al comienzo de la uretra,
desde el abdomen hasta el recto. Consta de dos bloques laterales y un istmo de conexion. Cada
glandula es 3x1.5x0.5.(14)

¢ Vesiculas seminales: Son dos sacos piriformes alargados ubicados a ambos lados de la parte
caudal de la superficie dorsal de la vejiga, en los caballos tiene aproximadamente 15-20 cm de
largo y aproximadamente 5 cm de didmetro méaximo. En el caballo, las vesiculas seminales
probablemente producen la Gltima parte de la eyaculacién en forma de gel; la funcién de las

vesiculas seminales depende de la testosterona.(15)

¢ Glandulas bulburetrales: estas glandulas son pares, con forma de l6bulo, con forma de huevo
y estan ubicadas cerca del arco isquiatico. Mide unos 4 cm de largo y unos 2,5 cm de ancho en
Orissa, y tiene de 6 a 8 conductos excretores que desembocan en la uretra por detras de los
conductos prostaticos. La funcion de sus glandulas accesorias es secretar plasma seminal, que

ayuda a transportar los espermatozoides a través del conducto hasta la yegua.(15)
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Pene

Tiene la forma del érgano genital masculino, cilindrico, flacido, de unos 50 cm de largo y 3-6
cm de diametro, mientras que un pene erecto puede medir hasta 100 cm o mas. El pene del
caballo carece de flexidn sigmoidea; Se divide en tres partes: la raiz, que se une al hueso
pélvico; el cuerpo, que es la parte media del pene; y la bellota, que es la parte final. La cabeza
del caballo tiene mucha mas capacidad de ereccidn que la de los toros, cerdos u ovejas, es
redonda y tiene una superficie frontal concava. Las partes estructurales del pene son el cuerpo
cavernoso y el cuerpo esponjoso; las areas de la cavidad se llenan de sangre durante la
excitacion sexual, lo que provoca tension en el pene (ereccion) y facilita la liberacion final de
los espermatozoides durante la eyaculacion.(16)

Prepucio

El prepucio, llamado habitualmente "la vaina”, es una penetracion en la piel que cubre
completamente la parte libre del pene cuando no estd en posicion vertical, y consta de dos
partes; externo e interno. Las glandulas sebaceas modificadas ubicadas en el prepucio secretan
una secrecion denominada "esmegma”, cuya funcién es facilitar el paso del coito eréctil a los

organos reproductores femeninos.(17)
7.3.Pubertad y madurez sexual en el macho equino

La pubertad es la etapa del desarrollo cuando, ademas de un crecimiento y desarrollo vigoroso,
el potro comienza a exhibir caracteristicas y comportamientos masculinos como vocalizacion
frente a las hembras, ereccion, masturbacion y copula, y un aumento en el tamafio de los
musculos masticatorios. organos La pubertad ocurre antes de un desarrollo corporal suficiente,
por lo que la reproduccion debe esperar hasta que los individuos alcancen la madurez
sexual.(18)

Al alcanzar la madurez sexual, el individuo adquiere la capacidad de liberar gametos viables y
asi alcanzar su maximo potencial reproductivo. La pubertad ocurre en los caballos a los 18
meses de edad, y el rango de edad de 18 a 24 meses varia segun la fecha de nacimiento del
potro. Este momento coincidio con el descenso de un testiculo. EI potro muestra los primeros
signos de interés por la hembra cuando es un afio y luego quiere montar a las yeguas en celo,

aunque esto no siempre sucede, salvo razas pequefias, el potro no alcanza la madurez sexual
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hasta que es un afio hasta dos afios de edad; los potros grandes y bien construidos ya se aparean
a la edad de dos afi0s.(19)

Se puede decir que la pubertad precede a la madurez porque el organismo continta creciendo
y madurando hasta que expresa su maximo potencial reproductivo. Generalmente, los

mamiferos alcanzan la pubertad cuando alcanzan los 60 grados de peso corporal.(20)
7.4.0bservacion de la libido y de la capacidad de monta

La buena calidad del esperma no garantiza la fertilidad, a menos que el semental también esté
dispuesto y sea capaz de inyectar esperma en el tracto reproductivo de la yegua o en la vagina
artificial. El comportamiento sexual se puede estudiar exponiendo al semental a una yegua que
esta mayormente en celo, un semental con una buena libido mostrara el deseo fuerte e inmediato
de la yegua al mostrar inquietud, patadas, vocalizaciones, preparacion intima (por ejemplo,
lamer y morder, "mostrado. " la respuesta de flehmen cuando la yegua orina); y desarrollar una

ereccion.(21)

El comienzo, la intensidad y la duracion de este periodo estan influenciados por la composicién
genética y el comportamiento aprendido (a través de las experiencias positivas y negativas del
semental), asi como por la estacionalidad y la limitacion de enfermedades.La razon del
debilitamiento o ausencia de la libido en la mayoria de los sementales. Son el abuso,
principalmente su uso excesivo 0 abuso repetido de intentos de expresar interés sexual.(22)

7.5.Espermatogénesis

Es el proceso de gametogénesis masculina, que representa el conjunto de cambios que conducen
a la transformacion de las células primarias. Durante el desarrollo embrionario, células
especiales llamadas células progenitoras migran desde la region amarilla del embrién hacia las
goénadas indiferenciadas. Las células germinales se encuentran en el epitelio seminifero, cuya
estructura es mantenida por las células de Sertoly. Las células germinales son las Unicas que
tienen la capacidad de dividirse por meiosis y reducir el nimero de cromosomas responsables

de la carga genética.(23)

El ciclo espermatogonial 13 comienza con la célula madre o espermatozoide tipo A, forman
una serie de puntos de partida para los espermatozoides. Elementos celulares del ciclo
espermatogénico: Espermatogonias: Proceden de los gonocitos (gametos) y pertenecen a la

capa de los tubulos seminiferos. Espermatocitos: Los espermatocitos son el resultado de la
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mitosis de las espermatogonias y son gametos que se someten a una divisién meiotica. El final
de la profase meidtica coincide con la 42 etapa del epitelio seminifero, durante la cual se
producen rapidamente la metafase, la anafase y la telofase.En este momento aparecen los
espermatocitos secundarios. Esperma: cuando los testiculos alcanzan su pleno desarrollo (antes
de la pubertad), la meiosis se completa y los espermatozoides resultantes se convierten en
espermatozoides. Una de las caracteristicas de este fendmeno es la elongacion de los

espermatozoides y su migracion hacia la luz de los tabulos seminiferos.(23)
7.6.Espermatozoide equino

La célula espermatica equina se divide en cabeza, parte media, pieza principal y final. El
espermatozoide esta revestido por la membrana plasmatica, compuesta por diferentes tipos de
proteinas, fosfolipidos, colesterol, glucolipidos y carbohidratos. También posee enzimas en el
acrosoma, que acttian como la barrera principal entre el espermatozoide y el ambiente externo,

debido a su caracteristica de permeabilidad selectiva.(24)

En el espermatozoide y en el plasma seminal estan presentes antioxidantes, que son inhibidores
de las especies reactiva de oxigeno (ERO). La principal defensa atioxidante se da por accién de
la catalasa (CAT), la superdxido dismutasa (SOD), el glutanion reducido (GR) y el glutanion
peroxidasa (GPx), presentes en el espermatozoide y en el plasma seminal. Estos antioxidantes
contribuyen en el aumento inicial de la motilidad y de la integridad de la membrana
espermaética.(24)

7.7.Extraccion y manejo del eyaculado para la crioconservacion

En esta etapa, el lugar donde se colecta el eyaculado debe ser un area espaciosa, sin obstaculos,
limpia y libre de cualquier distraccion para el caballo ya que algunos sementales tienen
comportamientos violentos y/o imprevisibles durante la copula. La disponibilidad de espacio
es muy importante para garantizar la seguridad del personal, de la yegua y del propio animal.
La colecta y procesamiento del semen requiere de un buen conocimiento del comportamiento
reproductivo del caballo, del comportamiento de cada animal y de la fisiologia de la ereccion y
eyaculacion.(25)

En caballos, el método méas conveniente para la recoleccion de semen es la vagina artificial
(VA). La VA es un instrumento que intenta reproducir las condiciones naturales de la vagina

de la yegua (temperatura, presion y lubricacién) para estimular en el macho la eyaculacion
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cuando se introduce el pene en ésta. Consiste en un cilindro rigido o flexible con una cubierta
exterior dura o firme (normalmente latex), y una cubierta suave interior, que crea una camara
dentro de la cual se introduce agua para lograr las condiciones ideales de temperatura y

presion.(25)
7.8.Caracteristicas generales del eyaculado equino previo a la crioconservacion

En los equinos el volumen seminal sin gel varia entre 20-60 mL; esto depende del reproductor
y el nimero de colectas que se realicen por semana. El porcentaje de motilidad se encuentra
entre 60-80% y la concentracion espermatica oscila entre los 170 -300 millones de
espermatozoides. La evaluacién in vitro del semen permite valorar las caracteristicas
relacionadas con la capacidad fecundante del espermatozoide como: motilidad, funcionalidad
e integridad de la membrana plasmatica. El porcentaje de motilidad espermatica se estima
visualmente en un microscopio. Es la técnica mas utilizada y considerada de gran valor ya que

permite diferenciar el semen de baja y alta calidad.(26)
7.9.Medios diluyentes

Los medios de diluyentes son principalmente componentes que mitigan los efectos negativos
que producen al semen congelado y dentro de ello favorece la viabilidad fisiologica de las
células esperméticas y también estan incluidos en los mecanismos basicos de la

crioconsevacion.(27)

Tienen diferentes funciones, dentro de ellos es: mantener la viabilidad a tiempo prolongado en
la vida del espermatozoide, mantener actividad metabdlica y nutricion del espermatozoide,
ayudar en la regulacion del pH, aumenta la motilidad, incrementa el volumen de las dosis de

inseminacién, entre otros.(27)
Diluyente Botucrio®

El Botucrio® es un medio diluyente para congelacién de semen equino que combina glicerol-
metilformamida como crioprotector y 20 aminoacidos diferentes en el diluyente base. La
evaluacion in vitro de semen congelado en Botucrio®, sugiere que los parametros de la
motilidad se incrementan en comparacion con semen descongelado procesado en los diluyentes

gue contienen glicerol como Unico crioprotector.(28)
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Diluyente INRA 96

El diluyente INRA 96 es un medio de conservacion que es formado a base de proteinas
micelares purificadas de la leche, cuyo poder protector que tiene sobre los espermatozoides le

da un aval al diluyente.(29)

Los medios de conservacion a base de leche que existen en el mercado contienen las proteinas
solubles y micelares necesarias para la conservacion. La originalidad del medio INRA 96 es
que contiene unicamente la fraccion pura de las proteinas micelares de la leche altamente

protectoras de los espermatozoides.(29)
7.10.Crioconservacion

En la actualmente existen dos métodos de conservacion del material seminal: refrigerado (5 °C)
y crioconservado (-196 °C). La viabilidad del semen refrigerado es capaz de mantenerse hasta
por 48 horas de almacenamiento; sin embargo, es importante tomar a consideracion que, para
poder obtener ventajas en la inseminacion artificial, es necesario un periodo prolongado de
almacenamiento. Esto se logra mediante la crioconservacién del esperma ya que asi se detiene
el proceso metabdlico de los espermatozoides y permite un almacenamiento indefinido sin que

pueda existir una pérdida de la fertilidad.(30)

Dentro de la crioconservacion se debe tomar a consideracion gue consiste en el enfriamiento
de células o tejidos a bajas temperaturas (-80 y -196°C) para lograr detener totalmente el
metabolismo celular y asi asegurar una conservacion por un largo tiempo, en la
crioconservacion de material seminal, la conservacion se da por disminucién del crecimiento
bacteriano, la reduccion del metabolismo espermatico, el control de la acidificacion, y la

reduccion de la formacion de especies reactivas de oxigeno.(30)
7.11.Crioconservacion de semen equino

La reproduccion es un proceso fundamental que se muestra en el mejoramiento genético de los
equinos ya que esto ha permitido el uso de los mejores caballos reproductores; por lo que la
crioconservacion del semen de caballo es una técnica que complementa a los procesos de
biotecnologia reproductiva. Sin embargo, existe una gran variabilidad en la habilidad de los
espermatozoides entre los sementales para soportar el proceso de congelacion, e incluso existe

variacion de los eyaculados y fertilidad dentro de un mismo caballo.(31)
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Es importante saber que la crioconservacion aumenta la disponibilidad de material genético de
calidad facilitando asi los trabajos de reproduccién asistida. Ademas, se dispone de material
seminal de sementales con caracteristicas deseadas, la posibilidad y apertura del
almacenamiento de semen fuera de la época de apareamiento, acorta las barreras geograficas y
hace posible el envio de semen a cualquier parte del mundo, ya que el transporte de un
contenedor con muestras seminales es menos costoso que transportar una yegua, se dispone de
semen continuamente en el sitio donde se encuentra la yegua. Por otro lado, permite programar
una inseminacion artificial cuando exista una yegua en ovulacion y el semen que ha sido
congelado y almacenado adecuadamente puede estar disponible por décadas. El desarrollo de
protocolos confiables de crioconservacion permite sin duda un intercambio de semen entre
diferentes subpoblaciones que son geograficamente distantes lo que ayuda a diversificar la

variabilidad genética.(31)
7.12.Enfriamiento previo a la crioconservacion del eyaculado equino

Luego de realizar la colecta de la muestra seminal, esta es examinada en cuanto a color,
volumen, nimero total de células espermaticas, motilidad y morfologia, ya que el nimero total
de espermatozoides y la morfologia son indicadores importantes de la salud testicular. Para
empezar con el proceso de enfriamiento existen varios contenedores comerciales que estan
especificamente disefiados para disminuir la temperatura y transportar el semen equino.
Algunos de estos contenedores son el Equitainer I™ vy el Equitainer II™, los cuales
proporcionan tasas variables de enfriamiento. Es decir, las velocidades de enfriamiento se
vuelven cada vez mas lentas a medida que la temperatura interna se reduce, dependiendo de la
temperatura ambiental y el volumen de semen diluido. El enfriamiento previo a la

criopreservacion del eyaculado equino permite evitar la muerte celular por choque térmico.(32)
7.13.Evaluacion post congelacion

La evaluacion de la motilidad espermatica post descongelacion es la prueba mas comun cuando
se va a utilizar semen congelado para inseminar una yegua. La morfologia espermatica también
debe evaluarse, en especial cuando se usa, de manera repetida a un semental. Algunos defectos
espermaticos pueden afectar la penetracion y la adhesion al ovocito, pero su motilidad no se ve
afectada; el semen congelado de algunos sementales puede tener muy buena motilidad, pero
una morfologia pobre, lo que puede resultar en bajas tasas de prefiez en las yeguas. Por otro

lado, es importante evaluar la concentracion espermatica, ya que esta puede cambiar entre
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varios eyaculados de un mismo caballo. A pesar de la falta de un método estandarizado, una
dosis para inseminacién debe cumplir con criterios minimos como son: por lo menos 30-35%

de motilidad y un minimo de 50% de células espermaticas morfolégicamente normales. (33)

8. AREA DE ESTUDIO
8.1.Métodos
Medidas de seguridad del personal

Es importante destacar que la colecta de material espermatico en caballos, es un proceso con
un alto grado de dificultad y que representa un peligro elevado para el personal que realiza la
colecta, ya que los caballos son animales con gran potencia muscular y pueden causar lesiones
graves al personal encargado de su manejo. Ademas, pueden lastimar a la yegua, e incluso se
pueden causar lesiones ellos mismos. Debido a estas razones, previo a la colecta el personal
uso: casco, botas con punta de acero y overol para garantizar su integridad y seguridad. Ademas,
los caballos fueron manipulados por personal que conoce el comportamiento de cada animal,

para tranquilizarlos y poder realizar las colectas.
Preparacion del espacio fisico

El area en la que se lleva a cabo la colecta del semen deben ser en potreros amplios, para permitir
que el caballo y la yegua puedan maniobrar y saltar; sin obstaculos y libres de cualquier

distraccion para el caballo.
Preparacion, estimulo del semental

El semental es llevado cerca de la yegua tranquilizada con el objetivo de que sea estimulado
con mayor rapidez. Una vez estimulado, y cuando el pene esta totalmente protruido se aleja de
la yegua y se procede a lavar el pene con agua tibia. Esto permite eliminar el esmegma u otros

detritus presentes en la superficie del pene.
Preparacion de la yegua

Para los procesos de colecta se selecciono una yegua disponible en los distintos sitios de colecta.
Previo a la colecta, la yegua fue tranquilizada con una dosis de 1mL de Tranquilan® (maleato
de acepromazina) inyectable de uso veterinario. Una vez tranquilizada, se colocé una traba a

nivel de la cuartilla de uno de los miembros posteriores, utilizando para esto una cuerda ancha
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para evitar lastimar las patas del animal; se cubre los 0jos en caso de ser necesario, moquillo,
pechera y pialera. Después, se vendo la cola de la yegua con un guante de inseminacion o film

transparente y cinta adhesiva. Se esperd 15 minutos a que el tranquilizante haga efecto.
Armado de la vagina artificial

Para realizar las colectas de material seminal, se utiliza una vagina artificial tipo Hannover. Ya
que la misma vagina artificial sea utilizada para todos los sementales, durante su armado se
procede a colocar y retirar (antes y después de cada colecta) una funda vaginal. La funda vaginal
se sujeta a un extremo de la vagina con cinta adhesiva, y ademas se coloca dos cintas de caucho
por fuera de la funda vaginal y sobre la cinta adhesiva para dar mayor seguridad y evitar que

esta se afloje durante la colecta.

En el extremo distal de la vagina artificial, se coloca un frasco de colecta (biberdn), el cual es
cubierto con papel aluminio y cinta adhesiva para proteger el semen de la luz. Se coloca una
gasa estéril en la punta del biberdn, sujetado con cinta adhesiva, para poder separar la porcion
gelatinosa de la porcion espermatica del eyaculado, y ademas poder eliminar objetos extrafios
como pelo, tierra, suciedad y esmegma. Luego, se procedie a llenar la vagina artificial con agua
a una temperatura inicial entre los 48 °C y 50° C. Finalmente, la porcion proximal de la vagina
artificial se lubricd con gel no espermicida y se cubrié este extremo con papel aluminio, hasta

el momento de la colecta, para evitar que ingresen elementos extrafios.
Colecta del material seminal

Seguidamente se lava el pene, se vuelve a acercar el semental a la yegua para que este se
estimule y realice un pre eyaculado, se le permite reconocer a la yegua y cuando el pene estuvo
totalmente erecto y protruido, se deja que monte a la yegua. El pene fue es desviado hacia el
interior de la vagina artificial para que el caballo pueda eyacular con facilidad. Se sostiene la
vagina artificial en una posicion ligeramente elevada para simular el angulo del tracto
reproductivo de la yegua. Inmediatamente después de la eyaculacion, se deja vacio
aproximadamente dos tercios de agua de la vagina artificial, para disminuir la presion y facilitar

el drenaje del semen.

Cuando, el pene del caballo empieza a perder tono y empieza a retroceder, se baja lentamente
la vagina artificia hasta que sea colocada en una posicion casi vertical al final del proceso. El
semen colectado cae en tubos graduados (biberones estériles). Finalmente, se aleja al caballo
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de la yegua. Para la recoleccion de la segunda muestra de material seminal, se espera
aproximadamente 30 minutos a partir de la primera colecta. Una vez transcurrido este tiempo

se vuelve a estimular al semental y se procede de igual manera que para la primera colecta.
8.2.Evaluacion macroscépica del material seminal
Volumen

La concentracion espermatica en el semen equino tiene valores de 30-600x106 espermatozoides
por mililitro de semen. La frecuencia de una eyaculacion afecta al volumen total y a la vez del
numero de espermatozoides por eyaculado hasta que alcance la produccion espermatica diaria,
es decir que mientras mas frecuente sea la colecta el semen menor sera el volumen. Dentro de
una produccién espermatica diaria es el total de espermatozoides que un padrillo puede eyacular

por dia, tras provocar la deplecion de las reservas espermaticas extra gonales.
pH

El pH del semen del potro varia en un rango entre 7 y 7.5, 0 sea es levemente alcalino.
Normalmente el pH deberia ser ligeramente mayor en el segundo eyaculado.

Color

El color del semen de potro normal, varia entre blanco acuoso a blanco cremoso dependiendo
de la concentracion espermatica. La presencia de semen rosado es indicador de heridas o
fragilidad capilar. El color amarillo indicaria presencia de orina y un color amarillo verdoso es
entendido como indicador de pus.

Olor

El olor es caracteristico para el semen de cada especie y, por tanto, muy dificil de describir;
solamente la practica permite distinguir un olor anormal. El examen por medio de olfaccion

podria servir para distinguir algunas infecciones.
8.3.DISENO EXPERIMENTAL

En el disefio experimental de esta investigacién se realiz6 la comparacion de dos diluyentes
(BotuCrio® e INRA96) en el proceso pos descongelacion, la valoracion cuantitativa y
cualitativa de los espermatozoides después de las colectas y procesados con relacion a los
obtenidos previos a la crio preservacion y después de la congelacion, usando conteos y

valoraciones espermaticas.



9. METODOLOGIA

9.1.Materiales
Materiales de Campo

e Sogas o cuerdas

e Personal de apoyo.
Materiales de Extraccion

e Vagina Artificial para equinos “Botupharma”.

e Diluyentes de transporte CrioRam e Inra 96.
Materiales de Laboratorio

¢ Diluyentes de crioconservacion Botucrio e Inra 96.
e Vasos de precipitacion de 100 ml, 200ml.

e Filtro seminal.

e Centrifugadora.

e Céamara de Neubauer

e Placa termina.

e Bafio Maria.

e Microscopio.

e Tubos falcon de 10ml — 15ml.

e Pipetas Pasteur de 3-5 ml.

e Portay cubre objetos.

9.2.Sementales

19

Con la ayuda de los convenios obtenidos con los propietarios se pudo conseguir distintos

sementales los cuales nos ayudaron con este estudio.

Caballos Arabes: Moro, J.H.V, Azin, Luchin, Trueno.

Caballos Lucitanos: Negro, Castafio, Negro 2, Camayo, Apolo.
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9.3.Campo

Universidad Técnica de Cotopaxi, Facultad CAREN (Ciencias Agropecuarias y Recursos

Naturales).
9.4.Preparacion de sementales.

Al semental se le procede a realizar una limpieza cuidadosa de su aparato reproductor. Con la
ayuda de agua clorada, sin ningun jabdn ni producto de limpieza. Asi podemos obtener un

eyaculado sin ninguna alteracion.
9.5.Armado de la vagina artificial para la colecta

Procedemos a equipar nuestra vagina artificial colocando la primera camisa de latex. Esta es la
que mantendra la temperatura similar a la vagina de una yegua de aproximadamente 38° y con

una presion D Euan.

Continuamos con administrar agua caliente a 50°C. Esta temperatura de agua depende mucho
del lugar en el que se estén realizando las colectas ya sean Costa, Sierra, Oriente. El agua

caliente nos ayudara a regular la temperatura de la vagina.

Una vez que nuestra vagina este con la temperatura de 50°C a 56°C y la presion similar a la de
una vagina real, procedemos a colocar una segunda camisa plastica estéril en la cual llevara el

termo colector y dentro del colocaremos el sliner en el cual el caballo depositara el semen.
9.6.Preparacion de la yegua.

Con la ayuda de una cuerda larga procedemos a realizar dos piales en las cuartillas de los pies

de la yegua, esto evitara que la yegua anquee y produzca alguna lesion o lastime al caballo.
9.7.Colecta de los sementales
Con la ayuda del personal de apoyo sujetamos a la yegua.

Procedemos a que el semental se excite, conduciéndole hacia la yegua y que este aperciba el
olor de ella, asi nuestro semental se excitara y este tendra que realizar un pre-eyaculado antes

de realizar la monta.

Una vez que realice el pre-eyaculado, este estara listo para ser colectado.
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En la colecta el semental cubre a la yegua, y nosotros le ayudamos a introducir su miembro en

la vagina artificial para que este eyacule y este semen poderlo analizar y crio conservar.

9.8.Aplicacion de la formula para calcular en nimero de pajillas y en volumen de

diluyente que vamos a ocupar
Formula:

Volumen*Concentracion*Porcentaje de Motilidad Total / Concentracion Deseada de

espermatozoides en pajuelas.
Concentracion Deseada:

100.000.000 de espermatozoides.
150.000.000 de espermatozoides.
200.000.000 de espermatozoides.
9.9.Evaluacidon macroscépica del semen

Constatamos mediante un vaso de precipitacion graduado cuanto de volumen se extrajo por
eyaculado del semental, valoramos el color, olor mediante nuestros 6rganos de los sentidos y

con la ayuda de las cintas de pH calculamos el mismo de cada uno de los sementales.
9.10.Evaluacion microscépica en laboratorio

Preparamos placas con porta y cubre objetos del semen fresco - semen post descongelacion y
observamos por medio del microscopio la concentracion de espermatozoides motilidad total,

motilidad progresiva, porcentaje vivos-muertos.
Evaluacion de motilidad total

Para la evaluacion microscopica se obtuvo una muestra pequefia (aproximadamente 50uL) con
una micropipeta. La motilidad total se evaluo a través de microscopio de luz. Se evalud cinco

campos diferentes a 40X; se anotaron las observaciones en una escala de 0- 100%.
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Concentracién espermatica

Para determinar la concentracion espermatica, se utiliz la Cadmara de Neubauer. Se conto las
células espermaticas de 5 cuadros grandes y para establecer la concentracion se utilizo la

formula del fabricante. Los resultados se anotaron en 1x106 espermatozoides/ mL.
Determinacion de vivos/muertos- Tincion Botuvital

En un portaobjetos, previamente calentado a 38°C, se coloc6 una gota de 20-50uL de semen
con una gota del mismo volumen de Botuvital que es una tintura de eosina-nigrosina, la cual se
incubd por 30 segundos. Una vez transcurrido ese tiempo, se extendié la muestra a lo largo de
todo el portaobjetos con ayuda de un cubreobjetos delante de la gota. Luego se afiadié una gota
de aceite de inmersion para el analisis. Se evalu6é 100 espermatozoides a una magnificacion de
100X con aceite de inmersion. Los espermatozoides blancos, sin tefiir, se clasifican como

“vivos”, y los que poseen alguna coloracion rosa o roja se clasifican como “muertos”.
Evaluacion de la morfologia espermatica

Se evalud la morfologia o estructura del espermatozoide con un microscopio de luz a una
magnificacion de 100x. Se evalu6 100 espermatozoides para evidenciar defectos morfologicos
como fueron espermatozoides sin cabeza, divididos, colas enrolladas, empleando el mismo
método que para la evaluacién de vivos/muertos. Se anot6 el porcentaje de anormalidades en la

cabeza, parte, media y cola de los espermatozoides.

9.11.Congelacién de muestras seminales

1. Filtrado del semen: Separacion del gel seminal del semen.

2. Dilucién uno a uno del semen puro mas diluyente de transporte (CrioRam e Inra 96).

3. Botucrio: Colocamos en la centrifugadora los tubos falcn con semen a 1000 rpm por
10 minutos.

4. Inra 96: Colocamos en la centrifugadora los tubos falcon con semen a 10000 rpm por
10 minutos.

5. Culminado el tiempo de centrifugacidn procedemos a separar el plasma o sobre nadante
del pellet y colocamos el pellet en un tuvo falcon estéril hasta culminar con los demas.

6. Con los mililitros de pellet obtenidos procedemos a realizar la combinacion con el
diluyente criocenservante (temperatura a bafio maria) el nimero de pajuelas y la

cantidad de espermatozoides varia de acuerdo a los resultados obtenidos en la formula.
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7. Procedemos a empajillar (pajillas 0.5).

8. Se continua con los descensos de temperatura para mantener la vitalidad de los
espermatozoides (es importante tomar a consideracion los tiempos y los grados a los
que van hacer sometidos).

e Primer descenso de temperatura a 4 °C x 15mts.

e Segundo descenso de temperatura a -15 °C x 15mts.

e Tercer descenso a vapores de nitrégeno a -120 x 15mts.

e Cuarto descenso de temperatura: sumergimos las pajuelas al nitrégeno liquito a -196
°C.

9.12.Evaluacion de pajuelas pos descongelacion.
9.13.Almacenamiento de las muestras seminales

Las pajuelas elaboradas fueron evaluadas y almacenadas en el termo criogénico.
9.14.Descongelacion de muestras seminales

1. Procedemos a extraer una pajuela del termo criogénico.
2. Colocamos la pajuela en un termo para descongelacion con agua a 37 °C por 30s.

3. Secar la pajuela y evaluar microscépicamente.
10. EVALUACION MICROSCOPICA DE SEMEN POSDESCONGEACION

Procedemos a preparar placas en los porta objetos con una gota de material seminal y colocamos
un cubre objetos para asi poder observar en el microscopio y analizar el porcentaje de motilidad,

VivOs y muertos.

El porcentaje de membranas lesionadas lo realizamos mediante una tincion (Botuvital), el cual
nos permite diferenciar los espermatozoides que sufrieron un choque térmico y la membrana

fue afectada.

Este procedimiento lo volvemos a repetir con las pajuelas de los dos diluyentes Inra 96 y
botucrio.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Tabla 1: Evaluar pardmetros macroscopicos del semen de los caballos seleccionados en

relacién al volumen, color, consistencia, pH, entre otros.

Promedio general Promedio arabe | Promedio
lusitano
Volumen (ml) 17.25 22 12,5
pH 6.97 6.8 7.15
Concentracion 192°600.000 169°200.000 216°000.000
Patologias (%) 40 36 24

El promedio del volumen seminal de las unidades experimentales muestreadas fue de 17.25
ml. Al observar el volumen seminal promedio respecto a las razas de los equinos, se observa
que la raza arabe produce cerca del doble de ml de semen respecto a los lusitanos. Por otro
lado, a pesar que la raza arabe genera mayor volumen seminal, inversamente muestra un mayor
porcentaje de patologias que la raza lusitana; en promedio, los equinos muestreados presentan

un 40% de patologias en las células seminales.

En cuestion del pH, el promedio general del potencial de hidrogeno presente en el volumen
seminal es de 6.9 cercano a 7. Respecto a las razas estudiadas, ambas muestran un pH seminal

muy cercano al neutro.

Segun el estudio FERTILIDAD EN LOS MACHOS, 2022; disponen dentro de la investigacion
que el promedio del volumen seminal es del 60 ml dentro de ello se puede destacar que los
caballos &rabes y lusitanos en estudio dieron un promedio de 17.25ml donde se puede
determinar que la cantidad es menor a lo previsto, esto puede verse afectado por distintas
caracteristicas como la temperatura corporal, estrés, patologias asociadas a la reproduccién y

factores de riesgo dentro del lugar de extraccion.(34)

Tabla 2: Evaluacion estadistica de medias entre los caballos arabes y lucitanos.

Arabe Media / se Lusitano Media / se
M total IC95 = 70.3-|74/1.87 ICO5 = 85.6-|88/1.22
77.7 90.4
M progresiva IC95 = 59.0-61/1 IC95 = 68.1-|72/2
62.9 75.9

Respecto a las motilidad total y progresiva observada microscopicamente de las células
espermaticas, tras los andlisis estadisticos de Mann Whitney, para determinar si existe

diferencia significativa entre estas variables respecto a las razas de los equinos, se obtuvieron
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valores de p de 0.00749 para motilidad total y de 0.01042 para motilidad progresiva; estos
resultados muestran evidencia estadistica que existe diferencia significativa de los parametros
de estos dos parametros, siendo los equinos de raza lusitano quienes presentan mejores
promedios de 88% y 72% respectivamente para motilidad total y progresiva, cuyos intervalos
de confianza estimados al 95% muestran un rango pequefio respecto al promedio de cada

pardmetro.

Segun el autor Giovanni Restrepo, 2013; redacta que dentro de la motilidad total y progresiva
estadisticamente representa el 62% donde determina la concentracion de un eyaculado, es uno
de los pasos mas importantes en la evaluacién seminal, dado que ademéas de proveer
informacidn sobre la capacidad fecundante, también es necesario para definir las tasas de
dilucion, o la cantidad de dosis para la inseminacion artificial, en el estudio realizado nos da
una representacion del 95% como un rango promedio, esto nos muestra una eficacia dentro de

los caballos &rabes y lucitanos.(35)

Tabla 3: Medir parametros microscopicos del material seminal; motilidad total y progresiva

porcentaje de células vivas y muertas.

Inra-96 botucrio arabe Lusitano
M total p-v =0.000254 | p-v=0.01284 | p-v =0.0005094 | p-v =0.0007803
M p-v = 0.000254 | p-v =0.00848 | p-v=0.000254 | p-v =0.002537
progresiva
% de vivos | p-v=0.01541 | p-v=0.03874 | p-v=0.0006126 | p-v=0.0009817
% de | p-v=10.01541 | p-v=0.03874 | p-v=0.0006126 | p-v=0.0009817
muertos

Para la evaluacién estadistica post-descongelacion, se aplicé también la prueba de Mann
Whitney, tras verificar el incumplimiento de todos los requisitos para la aplicacion del test
paramétrico T-student, siendo la inexistencia de normalidad de datos la principal causa de esta
decision, misma que se observa tras realizar el test de Shapiro-Wilk y obtener valores menores

a 0.05 en los valores p (indicativo de anormalidad de la distribucion dedatos).

Tabla 4: Evaluacion de diluyentes ante la raza de caballo.

Diluyente Raza del caballo
Motilidad total p-v =0.0001286 p-v = 0.05806
Motilidad progresiva p-v =0.0001209 p-v=0.05707
Porcentaje de vivos p-v=0.0001366 p-v = 0.08296
Porcentaje de muertos p-v =0.0001366 p-v =0.08296
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Tras la aplicacion de la prueba no paramétrica de Mann Whitney, se observa, por estadistica
inferencial, que todas los datos de las variables de interés (Motilidad total y progresiva,
porcentaje de vivos y muertos) tienen diferencia significativa respecto al diluyente, por otro
lado, los valores p obtenidos tras analizar las variables de interés respecto a la raza de los
equinos, se determind que la motilidad total y progresiva y el porcentaje de vivos y muertos

son iguales estadisticamente entre la raza arabe y lusitano.

Tabla 5: Evaluacion estadistica entre medias del diluyente Botucrio e Inra_96.

Inra_96 Media/se | Botucrio Media / se
M total IC95% = 31.73-|35/1.66 IC95% = 69.94-|755/2.83
38.26 81.53
M progresivo | IC95% = 31.73- | 35/1.66 IC95% = 61.66-|66/2.21
38.26 70.33
% Vivos IC95% =5.28-6.11 | 5.7/0.21 IC95% = 62.35-|66.5/2.11
70.64
% muertos IC95% = 93.88-194.3/0.21 |[IC9%% = 29.35-|335/2.11
94.71 37.64

Tras haber constatado la diferencia significativa de las variables de estudio respecto al
diluyente utilizado, se observa que los parametros analizados en las células espermaticas son
superiores en el material seminal diluido con BotuCrio, dando valores de motilidad tanto
progresiva como total superiores al 60%, siendo la motilidad total la que tiene el porcentaje
mas alto con mas del 75%. Asi mismo el material seminal expuesto a Botucrio tuvo un
porcentaje promedio de células espermaticas superior al 66% respecto al que fue diluido con
INRA96 que apenas se evidencié un promedio de 5.28%. Los porcentajes de las células

espermaticas muertas son correspondientes al restante porcentaje obtenido de células vivas.

Los intervalos de confianza calculados al 95% son la muestra gréafica de la ausencia de
solapamiento entre las variables dependientes de estudio respecto a las independientes, por lo

que demuestran la diferencia significativa descrita por los valores p.

Podemos observar con los intervalos de confianza que el diluyente “Botucrio” presenta mejores
parametros en las variables analizadas, con relacion al diluyente Inra-96. Podemos observar que
los promedios de motilidad tanto total como progresiva y de células espermaéticas vivas es
significativamente mayores con el diluyente Botucrio, en relacion al tejido seminal analizado

con el diluyente Inra-96.
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En la grafica observamos una diferencia significativa, en el analisis de Porcentaje de motilidad

total, en cuanto a los dos diluyentes. Y se observa que el diluyente botucrio nos brinda una

mejor motilidad total posdescongelamiento.

Gréfico 2: Porcentaje de motilidad progresiva & Diluyentes.
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En la grafica observamos una diferencia significativa, en el analisis de Porcentaje de motilidad

progresiva, en cuanto a los dos diluyentes. Y se observa que el diluyente botucrio nos brinda

una mejor motilidad progresiva posdescongelamiento.
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Gréfico 3: Porcentaje de espermatozoides & Diluyentes.
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En la grafica nos muestra una diferencia significativa, en el analisis de Porcentaje de
espermatozoides vivos, en cuanto a los dos diluyentes. Y se observa que el diluyente botucrio
brinda un mejor medio para la supervevencia de los espermatozoides mostrando asi un mayor

porcentaje de espermatozoides vivos posdescongelamiento.
Graéfico 4: Porcentaje de espermatozoides muertos & diluentes.
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En la grafica nos muestra una diferencia significativa, en el analisis de Porcentaje de
espermatozoides muertos, en cuanto a los dos diluyentes. Y se observa que el diluyente Inra96
no brinda un medio apropiado para la supervevencia de los espermatozoides mostrando asi un

mayor porcentaje de espermatozoides muertos posdescongelamiento.
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Tabla 6: Evaluacion de células espermaticas post descongelamiento en base a las razas en
estudio.

arabe Media / se lusitano Media / se
M total IC95% = 36.7-62.4 | 49.5/6.51 | IC95% =47.3-75.7 |61.5/7.22
M progresivo | 1C95% = 35.2-54.8 | 45/5 IC95% = 45.4-66.6 | 56/5.41
% Vivos IC95% = 14.84-133.1/931 |IC9%5% = 17.52-|39.1/11.00
51.35 60.67
% muertos IC95% = 48.64- [66.9/9.31 |IC9%5% = 39.32-|60.9/11.00
85.15 82.47

Podemos observar en la tabla anterior, que los intervalos de confianza calculados al 95%
respecto a la variable de estudio “Raza de equino” cada uno de los intervalos se solapan entre
ellos, dando una muestra gréfica de la ausencia de diferencia significativa mostrada por los
valores p. A pesar que los promedios de la raza lusitana sobre las variables motilidad total y
progresiva y del porcentaje de vivos y muertos son superiores a los obtenidos por la raza arabe
post-descongelacion, no existe diferencia significativa que muestre que los valores son

diferentes entre las razas.

Graéfico 5: Porcentaje de espermatozoides vivos entre razas de caballos.
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En la grafica nos muestra una minina diferencia, en el analisis de Porcentaje de espermatozoides
vivos, en base a las razas. Y se observa que los espermatozoides de los sementales lucitanos

brindan un mayor porcentaje de supervevencia de espermatozoides posdescongelamiento.
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Graéfico 6: Porcentaje de espermatozoides muertos entre razas de caballos.
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En la grafica nos muestra una minina diferencia, en el analisis de Porcentaje de espermatozoides
muertos, en base a las razas. Y se observa que los sementales arabes no brindan un buen

porcentaje de supervevencia de espermatozoides posdescongelamiento.

Graéfico 7: Porcentaje de motilidad parcial entre razas de caballos.
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En la grafica nos muestra una diferencia moderada, en el analisis de Porcentaje de motilidad
progresiva, en base a las razas. Y se observa que los espermatozoides de los sementales

lucitanos brindan un mayor porcentaje de motilidad posdescongelamiento.



Graéfico 8: Porcentaje de motilidad total entre razas de caballos.
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En la grafica nos muestra una diferencia moderada, en el analisis de Porcentaje de motilidad

total, en base a las razas. Y se observa que los espermatozoides de los sementales lucitanos

brindan un mayor porcentaje de motilidad posdescongelamiento.

Tabla 7: Anélisis estadistico entre variable/raza/diluyente

o
i
[52]
L

Variable ~ raza*diluyente

Diluyente

Motilidad total

p-value = 0.09259

Motilidad progresiva

p-value = 0. 3322

Porcentaje de vivos

p-value = 0.0004144

Porcentaje de muertos

p-value = 0.0004144

Se realizd un analisis de la varianza de dos vias en el que se obtuvieron valores <0.05 para la
interaccion entre las variables independientes (raza y diluyente) respecto a las variables
dependientes (porcentaje de vivos y porcentaje de muertos), esto quiere decir que tanto el

porcentaje de espermatozoides vivos como muertos aumenta o disminuye dependiendo de la

combinacion que se realice entre las razas del equino y el diluyente.

Tabla 8: Comparacién entre diluyentes y razas de caballos.

diff | lwr upr p-adj
inra_96: arabe — botucrio: arabe -39 -43.52367 | -34.47633 | 0.00e+00
botucrio: lusitano — botucrio: arabe 14 9.47633 18.52367 8.00e-07
inra_96: lusitano — botucrio: arabe -29 -33.52367 | -24.47633 | 0.00e+00
botucrio: lusitano — inra_96: arabe 53 48.47633 57.52367 0.00e+00
inra_96: lusitano — inra_96: arabe 10 5.47633 14.52367 5.44e-05
inra_96: lusitano — botucrio: lusitano -43 -47.52367 | -38.47633 | 0.00e+00
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En los analisis posteriores de Tukey se confirmd que para obtener mejores resultados en estas
dos variables se debe combinar el semen de mejor calidad de la raza lusitana con el diluyente
BotuCrio.

Tabla 9: Estimar la efectividad de los diluyentes, BotuCrio e INRA96, mediante estudio

estadistico para mantener la funcionalidad de los espermatozoides equinos.

Dado que las variables medidas en semen fresco son igualmente valoradas post descongelacion
son la motilidad total y motilidad progresiva, son a estas dos variables las Unicas a las cuales
se las evalué por medio de estadistica inferencial. Los valores obtenidos se observan en la

siguiente tabla de datos.

Motilidad total Motilidad progresiva

Semen BotuCrio INRA BotuCrio INRA

fresco

70 65 30 60 30

75 75 40 70 40

70 70 30 60 30

75 85 40 70 40

80 70 30 60 30

85 85 40 70 40

90 70 30 60 30

90 85 40 70 40

85 70 30 60 30

90 85 40 80 40
Promedio |81 76 35 66 35

Al analizar los datos obtenidos en semen fresco y compararlos con la aplicacion de los dos
diluyentes estudiados, esto por medio del test estadistico de Mann Whitney, se obtuvieron los

siguientes valores p, presentados en la siguiente tabla.

Tabla 10: Analisis estadistico entre motilidad total y motilidad progresiva & Diluyentes.

Motilidad total Motilidad progresiva
S. fresco vs | S. fresco vs | S. fresco vs | S. fresco VS
BotuCrio INRA9G BotuCrio INRA9G

] : p-value = _ p-value =
p-value = 0.1495 0.0001391 p-value =0.001503 0.0001391

Se puede observar que todos los niveles de factor, con excepcion de uno, tienen una diferencia
significativa al evaluar los parametros de motilidad total y progresiva cuando se evalla el semen

fresco con relacion a los diluyentes. En otras palabras, y en base a los promedios obtenidos de
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cada nivel de factor, el porcentaje de motilidad progresiva se reduce drastica y
significativamente en el post descongelamiento tras colocar cualquiera de los dos diluyentes.

Gréfico 9: Motilidad progresiva en semen fresco & Diluyentes.
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Asi mismo, la motilidad total baja drastica y significativamente tras aplicar el diluyente
INRA96. Por el contrario, la motilidad total no tiene diferencia significativa en el post
descongelamiento, cuando se aplico el diluyente BotuCrio, esto quiere decir que el promedio
de motilidad total se mantiene y conserva, estadisticamente hablando, tras la criopreservacion
al usar BotuCrio.

Gréfico 10: Motilidad total en semen fresco & Diluyentes.
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12. DISCUSION

En el estudio realizado se utiliz6 dos diluyentes comerciales el cual es el Botucrio e Inra96. Las
caracteristicas de cada uno de ellos son diferentes y se muestran en los resultados. Desde el
punto economico se ha visto mas factible utilizar el diluyente Botucrio, por su eficacia en su
rendimiento para el estudio previsto. Este diluyente es el que demostré mejores beneficios en

la crio-conservacion de semen equino.

Los resultados del diluyente Botucrio fueron realmente beneficiosos para la investigacion, ya
que el momento de descongelar las pajuelas ya procesadas, analizamos el material seminal y se
pudo determinar que el porcentaje de espermatozoides vivos mantienen un 65% a 70 % de
vitalidad. Al contrario que nos sucedié con el diluyente Inra96. Esto puede darse por la falta de

conocimiento del manejo de este diluyente.

Se determind de igual manera los porcentajes de motilidad total, motilidad progresiva dandonos
como resultado que el diluyente Botucrio supera con una diferencia significativa al diluyente
Inra9e6.

Tomando en cuenta que los dos diluyentes mantienen el mismo procedimiento determinamos

que el mas seguro confiable y econémico es el diluyente Botucrio.

13. CONCLUSIONES

1. Los valores positivos en cuanto a los parametros macroscopicos como son volumen
donde se evidencio una buena cantidad de liquido seminal, el pH fue neutro, el color
cremoso-lechoso y el olor tiene la caracteristica a leche cruda sui generis (olor Unico).

2. Los valores microscopicos de motilidad total, motilidad progresiva, porcentaje de vivos
y muertos pos descongelacion fueron de buenas.

3. Eldiluyentes Botucrio muestra un mejor resultado en motilidad total con una media de
75.5/2.83, motilidad progresiva con una media de 66/2.21, porcentaje de vivos con una
media de 66.5/2.11, porcentaje de muertos con una media de 33.5/2.11 post
descongelamiento, mientras que el diluyente Inra 96 se obtiene motilidad total con una
media de 35/1.66, motilidad progresiva con una media de 35/1.66, porcentaje de vivos
con una media de 5.7/0.21, porcentaje de muertos con una media de 94.3/0.21 post

descongelamientose obtiene un con resultados inferiores evidentes.
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14. RECOMENDACIONES

1. Serecomienda no permitir un desgaste reproductivo de los ejemplares en estudio ya que
esto puede generar atrofias a nivel del miembro reproductor del macho.

2. Es importante tomar a consideracion la temperatura del agua en la que va hacer
descongeladas las pajuelas ya que el choque térmico puede afectar el material seminal.

3. Ejecutar los programas de mejoramiento genético equino tomando a consideracion los
diluyentes en estudio, cabe resaltar que dentro de esta investigacion se obtuvieron
mejores resultados con el diluyente Botucrio, ya ha generado mejores resultados pos

descongelamiento.
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16. ANEXQOS

Fotografia 1: Seleccion de sementales Fotografia 2: Preparaciony limpieza de los

equinos con la comunidad. sementales previo a su colecta.

Fotografia 3: Preparacion y sujecion a la Fotografia 4: Armado y preparacion de la

yegua. vagina artificial.

Fotografia 5: Calentamiento del semental Fotografia 6: Colecta de semen.

y que realice el pre eyaculado.
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Fotografia 7: Medicion de parametros macroscopicos del semen: volumen, color, olor y
pH.

Fotografia 8: Realizacion de muestras de laboratorio para evidenciar los pardmetros

microscopicos: la concentracidn espermatica, motilidad total y motilidad progresiva de las
muestras seminales.

o A

5

a i

Fotografia 9: Filtracion del semen y Dilucién seminal con diluyentes de transporte o
refrigeracion 1:1.
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Fotografia 10: Colocacion de las muestras Fotografia 11: Aplicacion de la férmula
seminales en tubos falcdn para proceder a para evidenciar el volumen del diluyente y

centrifugar. la concentracion de espermatozoides vamos

a requerir.

Botucrio: 1000 rpm.
Inra96: 10000 rpm.

Fotografia 12: Separacion del Fotografia 13: Empajillado del material
sobrenadante del pellet o sedimento y seminal.
diluimos con diluyente de crio

conservacion.
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Fotografia 14: Descensos de temperatura de las pajuelas elaboradas del material seminal.

Primero: 4 grados centigrados
Segundo: - 15 grados centigrados
Tercero: vapores de nitrégeno: -126 grados centigrados

Cuarto: Sumergimos las pajuelas en el nitrégeno -196 grados centigrados.

Fotografia 15: Descongelacion de Fotografia 16: Analisis de muestras

pajuelas. seminales pos descongelacion.

Temperatura del agua 37 grados Pruebas microsclpicas: porcentaje de
centigrados. espermatozoides  vivos y  muertos,
porcentaje de motilidad progresiva y total.







