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RESUMEN

Esta investigacion buscé evaluar tres protocolos de crioconservacion de semen equino en las razas
Anglo Arabe y Pura Sangre Inglés en la Estacion Experimental Tunshi de la ESPOCH. Los
protocolos variaron en tiempos y fuerzas G en la centrifugacion previa a la crioconservacion
(15min - 2000 RPM; 20min - 1500 RPM; 25min-1000 RPM). Se emplearon los diluyentes
comerciales RAMP PLUS para la centrifugacion y CRIO RAMP para la crioconservacion segun
las recomendaciones del fabricante. La evaluacion incluyd caracteristicas del semen fresco y post
congelacién para determinar la eficiencia de cada tratamiento. Utilizando una curva de
congelacion, el semen se enfri¢ a 4 grados Celsius durante 4 horas y luego se congel6 en vapor
de nitrdgeno liquido durante 10 minutos. Se evaluaron 10 unidades experimentales por
tratamiento y raza, totalizando 180 unidades experimentales en tres extracciones de semen. Los
resultados del semen fresco se analizaron con un disefio de bloques completos al azar, asignando
cada bloque a los machos utilizados. Para el semen post congelacion, se aplicé un disefio
completamente al azar con arreglo combinatorio de factores, siendo el factor A los tiempos y
fuerzas G en la centrifugacién y el factor B la linea genética equina. La interpretacion de
resultados se realizé con el software estadistico InfoStat version 2021, utilizando analisis de
estadistica descriptiva, ADEVA y separacion de medias. Los mejores resultados se observaron
con el T3 (25min - 1000 RPM), con una motilidad individual del 61,75% y una integridad de la
membrana espermatica del 50,07%. Se concluyé que el protocolo méas eficaz para la
crioconservacion de semen equino es el T3, desaconsejando el T1 (15min - 2000 RPM) debido a

sus resultados mas bajos en motilidad e integridad de la membrana espermatica.

Palabras clave: <CRIOCONSERVACION>, <SEMEN>, <EQUINO>,
<CENTRIFUGACION>, <POST CONGELACION>.
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ABSTRACT

This research sought to evaluate three protocols for cryopreservation of equine semen in Anglo
Arabian and English Thoroughbred breeds at the Tunshi Experimental Station of ESPOCH. The
protocols varied in times and G-forces in the centrifugation prior to cryopreservation (15min -
2000 RPM; 20min - 1500 RPM; 25min-1000 RPM). Commercial diluents RAMP PLUS for
centrifugation and CRIO RAMP for cryopreservation were used according to the manufacturer's
recommendations. The evaluation included fresh and post-freezing semen characteristics to
determine the efficiency of each treatment. Using a freezing curve, semen was cooled to 4 degrees
Celsius for 4 hours and then frozen in liquid nitrogen vapor for 10 minutes. Ten experimental
units per treatment and breed were evaluated, totaling 180 experimental units in three semen
extractions. The results of fresh semen were analyzed with a randomized complete block design,
assigning each block to the males used. For post-freezing semen, a completely randomized design
with a combinatorial arrangement of factors was applied, with factor A being the times and G
forces in the centrifugation and factor B the equine genetic line. The interpretation of results was
performed with the statistical software InfoStat version 2021, using descriptive statistics analysis,
ADEVA and separation of means. The best results were observed with T3 (25min - 1000 RPM),
with an individual motility of 61.75% and sperm membrane integrity of 50.07%. It was concluded
that the most effective protocol for equine semen cryopreservation is T3, discouraging T1 (15min

- 2000 RPM) due to its lower results in motility and sperm membrane integrity.

Key words: <CRYOCONSERVATION>, <SEMEN>, <EQUINE>, <CENTRIFUGATION>,
<POST-FREEZE>.

C.L 0603927351
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INTRODUCCION

Los equinos han sido constituidos desde la antigiiedad como una de las especies que reflejan
rigueza y poder en las distintas civilizaciones siendo una especie que ha tenido grandes
representaciones a lo largo de la Historia. En la actualidad se han utilizado para varios campos
por su fuerza, resistencia y docilidad siendo la Unica especie de monta representante en los 5
continentes, por sus grandes caracteristicas han conseguido un espacio dentro del campo genético

y reproductivo ganando tamafio, desarrollo muscular y 6seo.

Hoy en dia la extraccidn se semen es la técnica mas utilizada para conservar las caracteristicas de
los equinos porque permite aprovechar de una mejor manera el material genético (semen)
recolectado del macho, lo que nos da un mayor nimero de hembras prefiadas por afio siendo esta
la més eficiente por su costo y rentabilidad, ademas, permite el control y prevencion de
enfermedades venéreas que se pueden trasmitir de macho a hembra o viceversa y a una mayor
capacidad de cruzamiento de razas teniendo la posibilidad de fertilizar en cualquier momento del

afno.

El método mas utilizado para la recoleccion del semen equino es a través de una vagina artificial
gue simula las condiciones de una vagina equina manteniendo ciertas caracteristicas importantes
como la lubricacion, humedad y presién que facilita su recoleccion. ElI semen recolectado es
sometido a procesos de refrigeracién y/o congelacién. Se ha determinado que el porcentaje de
supervivencia en la centrifugacion y crioconservacién de los espermatozoides varia dependiendo
de la calidad de semen que tenga el caballo, se tiene datos de que el 20% de los equinos producen
un semen de excelente calidad que no presenta problemas al momento de la congelacién, un 60%

de manera admisible y el 20% tienen una mala congelacion.

Por esta razén, la presente investigacion evalud la eficiencia de 3 protocolos de centrifugacion
utilizando diferentes tiempos y fuerzas G (15min a 2000 RPM; 20min a 1500 RPM y 25min a
1000 RPM) para la posterior congelacion de semen equino con la finalidad de determinar el
protocolo que cause menor dafio a la membrana espermatica, dandole mayor resistencia al
momento de la crioconservacion y en especial en la descongelacion. Se realizaron 3 extracciones
de semen a 2 reproductores equinos (Anglo Arabe y Pura Sangre Inglés) en la estacion
experimental Tunshi de la ESPOCH y se evaluaron 10 pajuelas por cada tratamiento

y por extraccion teniendo un total de 180 unidades experimentales evaluadas.



En el primer capitulo de este trabajo de integracion curricular se expone el planteamiento del
problema, la justificacién y los objetivos del investigador mediante una valoracion previa del

entorno donde se desarrolla la vida de los animales.

En el capitulo segundo, se ubica el Marco Tedrico, que recoge definiciones, conceptos y estados
del arte que le dieron al investigador directrices precisas de los temas abordados en la
investigacion a través de la revision, registro, anlisis y sistematizacion de documentos fisicos y

electrénicos.

En el tercer capitulo, se presenta la metodologia de la investigacion, tipo, enfoque, técnicas e
instrumentos de investigacion, se establece también la poblacion y muestra de estudio, v, el

procedimiento de evaluacion.

En el capitulo cuarto, se muestran los resultados obtenidos a partir de la metodologia planteada y

finalmente se presentan las conclusiones y recomendaciones de la investigacion.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

Ullauri et al. (2020) menciona que la utilizacién de semen congelado en la reproduccién equina
ha tomado mayor relevancia en el mejoramiento genético porque permite conservar las
caracteristicas de los espermatozoides y pueden ser utilizados en tiempos indefinidos.
Actualmente se realiza la extraccion de semen por varios métodos, pero el mas eficiente es el uso
de una vagina artificial, manteniendo las condiciones que se dan naturalmente en la vagina equina
como son: lubricacion, la temperatura y presion, siendo esencial mantener las caracteristicas del

semen para ser utilizados con diferentes métodos de conservacion. (Varela et al., 2018, p 44)

El porcentaje de supervivencia en la centrifugacion y crioconservacion de los espermatozoides
varia dependiendo de la calidad de semen que tenga el caballo, se tiene registros de que el 20%
de los equinos producen un semen de excelente calidad que no presenta problemas al momento
de la congelacion, un 60% de manera admisible y el 20% tienen una mala congelacién, esto
debido a que no existe una buena relacion colesterol fosfolipidos en la membrana de la cabeza del
espermatozoide lo que provoca que genere una cristalizacion que desencadena una alta mortalidad
en la crio preservacion, por lo que utilizar diluyentes comerciales mejoran estas caracteristicas

crio protectoras dandole la resistencia adecuada. (Dalal, et al., 2018, p 25).

Por esta razdn, la presente investigacion evalud la eficiencia de 3 protocolos de crioconservacion
de semen equino al utilizar 3 diferentes tiempos y fuerzas G (15min-2000RPM; 20min-1500RPM
Y 25min-1000RPM) en la centrifugacion del material seminal antes de su congelacion para de
esta manera establecer el protocolo que ocasione menor dafio a la célula espermatica tanto en la
crioconservacion, asi como en su posterior descongelacion. De esta manera se lograréa aprovechar
al maximo el material genético obtenido de las diferentes extracciones, teniendo caracteristicas

de fertilidad mayores y comparacion a las que actualmente se manejan en la reproduccion equina.



1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar tres protocolos de crioconservacion de semen equino Anglo Arabe y Pura sangre Ingles

(PSI) en la estacion experimental Tunshi de la ESPOCH

1.2.2. Objetivos especificos

e Utilizar 3 diferentes tiempos y fuerzas G en la centrifugacién de semen equino para su
crioconservacion (15min-2000 RPM; 20min- 1500 RPM; 25min- 1000 RPM)
¢ Analizar el protocolo mas eficiente evaluando la integridad de la membrana espermaética de

semen equino post congelacion.

e Determinar los costos de la Biotecnologia aplicada.

1.3. Justificacion

La utilizacién de crio protectores en la centrifugacion y crioconservacion del semen se ha
empleado desde hace varios afios atras, la mayoria de estos no han garantizado un alto porcentaje
de supervivencia de los espermatozoides a este procedimiento. Uno de los principales problemas
que se presentan en la crioconservacion es el dafio de la membrana espermética al congelar con
nitrégeno liquido, por lo que no se obtiene un buen porcentaje de células espermaticas vivas o
viables al momento de usarlas en biotecnologias como la Inseminacién Artificial o Inseminacion
Acrtificial a tiempo fijo, en este sentido se espera que al comparar diferentes protocolos en la
centrifugacién previa a la crioconservacion se logre establecer el que garantice las mejores

caracteristicas espermaticas en la post congelacion.

Ademés, se evalud la eficiencia de los diluyentes RAMP PLUS y CRIO RAMP en la
centrifugacion y crioconservacion del semen respectivamente, lo que permitié observar el dafio
que recibié la membrana espermatica y la resistencia de los espermatozoides a cada uno de los
protocolos utilizados; esto permitié observar y evaluar la calidad seminal post congelacion y asi

tener un material mas aprovechable.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Generalidades de los equinos

Los equinos son animales que desde su domesticacion hace mas de 5 000 afios se convirtieron en
actores fundamentales para el desarrollo y colonizacion de los seres humanos alrededor del
mundo. El registro de los primeros equinos data hace aproximadamente 40 millones de afios en
el Eoceno.

Los equinos o también denominados équidos son un grupo de animales vertebrados, mamiferos
cuadrupedos ungulados, la principal caracteristica morfoldgica de este grupo animal es que son
perisodactilos, es decir, tienen un nimero impar de dedos terminan en una ufia cornificada (dura
como los cuernos) que se llaman pezufias o cascos. Los equinos son herbivoros y aunque no son
rumiantes tienen un aparato digestivo adaptado a sus necesidad de alimentacion como un
alargamiento del ciego que les permite deshacer la celulosa de las hierbas y pastos; la cara de los
caballos es de forma alargada y cuello también alargado para alcanzar su alimento desde el suelo;
el pelaje varia segun la especie tanto en densidad y color, pudiendo ir desde el color blanco hasta
el negro, sin embargo, la variedad de colores cafés y terrosos son predominantes; el pelo del cuello

se llama crin y es mas largo, al igual que el de la cola (Contreras, 2014, pérr. 2-3).

Tabla 1-2: Taxonomia de los caballos

Super reino | Eucariota Seres vivos formados por células con nucleo verdadero

Reino Animalia Todos los animales (capaces de moverse, no tienen

cloroplasto y desarrollo de tipo embrionario)

Subreino Eumetazoa Animales con tejidos, 6rganos y cavidad digestiva por al

menos un orificio bucal

Superfilo Deuterostomia | Organismos que en las etapas de desarrollo embrionario se

forma primero el ano y después la boca.

Filo Chordata Presencia de cuerda dorsal de células turgentes, tubo neural

hueco en posicion dorsal, hendiduras branquiales y cola.

Subfilo Vertebrata Espina o columna vertebral.

Intrafilo Gnathostomata | Animales con mandibulas articuladas, vainas de mielina de

las neuronas y n sistema inmunitario adaptativo.




Superclase | Tetrapoda Poseer cuatro extremidades o cuatro patas.

Clase Mammalia Vertebrados de sangre caliente que presentan glandulas

mamarias productoras de leche para alimentar a las crias

Subclase Theria Mamiferos donde el embridn se desarrolla dentro del Gtero
materno

Infraclase Placentalia Crias en el atero alimentadas por una placenta alantoica

Orden Perissodactyla | Poseer extremidades con nimero impar de dedos

terminadas en pezufias

Familia Equidae Animales con dientes de corona alta y un tnico dedo en

cada pata recubierto de un caso.

Género Eqqus Musculatura y fuerza, patas largas y pelaje espeso.

Fuente: Cumbre Pueblos, 2018, parr. 1-12.
Realizado por: (Leon, 2023)

2.1.1. Razas de equinos

2.1.1.1. Pura sangre inglés (PSI)

El término pura sangre se utiliza para definir un tipo de caballo, no solo una raza, es decir, son
caballos pura sangre aquellos nacidos de padres de la misma raza. Los caballos de raza pura sangre
inglés evoluciond e Inglaterra durante los siglos XVII'y XVIII producto del cruce de sementales
arabes con yeguas propias de la region, esta raza proviene de las clases berberisco Byerley de
Inglaterra y los &rabes Darley y Godolphin (Real Federacion Espafiola de Asociaciones de Ganado Selecto,

parr. 1-3).

Este grupo animal tiene coordenadas étnicas de Baron 0, 0, +. EI “0” significa que posee una
caracteristica en su grado medio, “+” significa un rasgo mas desarrollado y “-”” un rasgo en menos
medida de la media de la poblacion. En este caso la pura sangre inglés es un caballo eumétrico
(0), es decir, de tamafio medio; de perfil rectilineo (0) y de proporciones longilineas (+). La cabeza
de estos animales es estilizada con poca masa muscular sobre la mandibula, el cuello el largo y
ligeramente angosto y cuerpo alargado. La alzada de los machos alcanza un promedio de 1.56
metros y de 1.54 metros en la hembra, el peso promedio alcanza los 400 kg; el pelaje es monocolor

en tonos castafios, alazan y otros similares (Ministerio de Agricultura, pesca y Alimentacion de Espafia, 2022, parr.1).



lustracion 1-2: Raza de caballo pura sangre inglés

Fuente: Ministerio de Agricultura, pesca y Alimentacion de Espafia, 2022.

2.1.1.2. Pura sangre Anglo-arabe

Esta raza equina se origin6 en Inglaterra, aunque su presencia se ha expandido a todo el mundo,
es el resultado del cruce de sementales de Sangre Pura de Carrera y yeguas arabes o viceversa,
debe probarse un minimo de 12.5% de sangre arabe del animal para considerarlo dentro de esta
raza (Tissera; et al., 2009, p. 4). La morfologia de la cabeza de esta raza tiene mayor similitud con la
cabeza de la raza Pura Sangre de Carrera, el perfil fronto-dorsal es recto con 0jos vivaces y orejas
moviles, la cruz es mas prominente y el cuello més largo en relacion con la raza &rabe. Por lo
general, son mas voluminosos que os caballos de raza pura sangre de carrera, las extremidades
son finas y fuertes. La alzada del caballo oscila entre 1.62 y 1.65 metros y los colores del pelaje

mas comunmente vistos son: alazan, zaino e incluso se encuentran ejemplares con colores bayos.

Esta raza de caballo es menos veloz que la raza pura sangre de corrida, pero si poseen gran
agilidad y equilibrio; son equinos de salto por naturaleza y son excelentes caballos de silla,
ademas, son entrenados también pata competencias de doma (Tissera et al., 2009, p. 4). Los caballos
angloarabes tienen movimientos elasticos con marcha distinguida, extendida y equilibrada. Su

cardcter es docil y equilibrado, con temperamento fuerte pero no agresivo.



llustracion 2-2: Raza de caballo angloarabe

Fuente: Ministerio de Agricultura, pesca y Alimentacion de Espafia, 2022.

2.1.2. Reproduccion del equino

2.1.2.1. Sistema endocrino del equino

Las estructuras que componen el sistema endocrino de los animales y el ser humano tienen como
objetivo la produccién de moléculas denominadas hormonas, estas hormonas se liberan en un
medio extra molecular hasta alcanzar el torrente sanguineo, a través del cual se distribuye por
todo el organismo. Las hormonas funcionan como sefiales quimicas que desencadenan una

respuesta bioldgica en determinadas células diana.

Las células productoras de hormonas o células endocrinas se pueden encontrar en forma aislada
en el cuerpo animal o vivo como en forma de 6rganos génadas, los rifiones y el higado, a estas se
las denomina células endocrinas difusas; o también de forma asociada formando estructuras
glandulares microscopicas denominadas glandulas endocrinas como la hipdfisis, la glandula

pineal, las glandulas tiroides y otras (Megias et al., 2019, p. 4).

Hipotalamo

Es el intermediario entre el sistema nervioso y el sistema endocrino, su funcion es la produccién
de hormas que liberan o impiden la liberacion de otras hormonas en el organismo, es decir,
contribuye al mantenimiento de la homeostasis corporal a través de funciones como la

estabilizacién del ritmo cardiaco, la presion, el apetito, etc.



El hipotdlamo produce las neurohormonas como la antidiurética que incrementa la absorcion de
agua, la horma liberadora de corticotropina que regula el metabolismo, hormona liberadora de
gonadotropinas para soltar FSH influyente en las gonadas, la horma del crecimiento, oxitocina,

prolactina (Megias et al., 2019, p. 5).

Glandula pineal
Esta glandula se conoce también como epifasis y tiene forma de pifia, aqui se produce la hormona
melatonina relacionada con la regulacién del ritmo cardiaco de los animales, ademas, esta

hormona se produce y libera en la noche y es inhibida cuando hay presencia de luz.

Glandula tiroides

Se forma por una unidad estructural de foliculos y es la glandula encarga de producir las hormonas
T3 (tryyodotironina) T4 (tetrayodotironina) que se liberan al tejido conectivo y a los capilares
que rodean el foliculo.

Glandula paratiroides
Son un conjunto de glandulas asociadas con la tiroides, secretan las hormonas paratiroideas

(PTH) que estan encargadas del metabolismo del calcio y el fésforo de la sangre.

Glandulas adrenales

Estas glandulas se ubican en pares en el polo craneal de los rifiones y en ellas se diferencia dos
componentes endocrinos que funcionan como glandulas independientes: la corteza y la médula.
En la corteza se producen las hormonas esteroideas como los mineralocortoides, glucocortoides
y hormonas sexuales; y, en la médula se sintetizan las catecolaminas como la epinefrina y la

neopinefrina (Universidad Complutense Madrid, 2022, pérr. 1).

Pancreas

Es un 6rgano que libera enzimas al aparato digestivo y produce hormonas, las células
endocrinas pancreaticas se agrupan formando islotes de Langerhans. Las células alfa producen y
liberan la hormona glucagén que se encarga de la concentracion de glucosa en la sangre, las
células beta liberan insulina que disminuye la concentracion de glucosa en la sangre y las
células delta liberan somatostatina que inhibe a contraccion del musculo liso deteniendo la

digestion.



Glandulas sexuales (gbnadas)

Las glandulas sexuales se localizan en las gonadas tanto de hembras como machos, es decir, las
gbnadas femeninas son los ovarios y las gbnadas masculinas son los testiculos. Las gbnadas
masculinas poseen células liberadoras de hormonas: las células Leyding ubicadas en el tejido
intersticial que rodea los tubulos seminiferos se encargan de la liberacion de la testosterona que
es responsable de la aparicion de caracteres sexuales secundarios y favorece la produccion de
espermatozoides; y, las células de Sertoli producen las proteinas ABC necesarias para el

incremento de la produccién de espermatozoides (Megias et al., 2019, p. 6).

SISTEMA ENDOCRINO
EQUINO

GLANDULA
PITUITARIA (HIPOFISE) CVARIOS

GLANDULAS (FEMEA) )
PARATIREOIDES

GLANDULAS
ADRENAIS

GLANDULA
TIREOIDE

PANCREAS

TESTICULOS
(MACHO)

lustracion 3-2: Sistema endocrino de equino (caballo y yegua)

Fuente: Liga Académica de Medicina de Medicina en equinos y bovinos UBM, 2022.

2.1.2.2. Sistema reproductor del caballo

El sistema reproductor del caballo macho esta integrado por 6rganos sexuales primarios que son
las gonadas o testiculos y 6rganos secundarios comprendidos por los conductos eferentes, el

epididimo y conductos deferentes y 6rganos sexuales accesorios.

Testiculos

En los mamiferos machos, son drganos sexuales pares casi siempre asimétricos, de forma ovalada,
comprimidos en los laterales y ubicados dentro de una bolsa escrotal revestida por tdnicas fibrosas
para la proteccion de estos 6rganos y garantia de una correcta funcion espermatogénica.

En los caballos los testiculos durante la vita fetal se ubican en la cavidad abdominal cerca de los

riflones y descienden hasta el escroto antes del nacimiento. Al alcanzar la adultez, los testiculos
10



del caballo tienen una longitud aproximada de 10 a 12 centimetros y un ancho aproximado de 5

centimetros, y un peso individual de entre 225 y 300 gramos (Gonzélez, 2018, pérr. 1).

Tabulos seminiferos

Se constituye por tejido germinal y es donde se originan los espermatozoides, cada tubulo se
forma por varios tipos de células germinales y tejido sus tentacular que contiene células de Sertoli
que producen proteina fijadora de androgenos e inhibina. Los tubos seminiferos representan el
80% del peso total de los testiculos (Gonzélez, 2018, pérr. 2).

Escroto

Es un saco bilobulado que envuelve a los testiculos, es asimétrico sin pelos ni vellos y
generalmente se encuentra en la zona inguinal de los animales machos entre las extremidades
posteriores. Se forma por una capa externa de piel gruesa con numerosas glandulas sudoriparas y

sebaceas (Gonzalez, 2018, parr. 3).

Epididimo

Es el primer conducto externo que sale dese los testiculos, la cabeza del epididimo se localiza en
la punta inferior de los testiculos en donde se unen entre 12 y 15 conductos eferentes para formar
un dnico tubo, el cuerpo del epididimo se ubica dorsalmente sobre el testiculo al que se une por
tejido seroso y la cola se une al testiculo por la parte posterior mediante un ligamento propio.
Este 6rgano se encarga del transporte, almacenamiento, maduracion y concentracion de los

espermatozoides (Boyle, 1992 citado en Trejos, 2009, p. 9).

Cordon espermatico

Se forma por varios tejidos, empieza en el anillo inguinal abdominal y se extiende oblicuamente
a través del canal inguinal pasando por encima del pene y terminando al borde de la insercién del
testiculo. Se compone por el masculo cremaster, arteria y vena espermatica, nervios simpaticos,
conducto deferente, musculo cremaster interno y capa visceral de la tinica vaginal. La funcion
del cordén espermatico junto con el escroto es sostener los testiculos y mantener la temperatura
de estos acercandolos al cuerpo cuando la temperatura ambiente desciende o dejandolos colgar

apartados del cuerpo cuando la temperatura aumenta (Bonilla, 2013 citado en Vésquez, 2019, p. 6).
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Conducto deferente

Este es un tubo que se encuentra extendido desde la cola del epididimo hasta la zona pelviana de
la uretra, por este conducto se mueven los espermatozoides durante la eyaculacion En el equino
este conducto presenta una capa muscular bastante gruesa por lo que es facilmente palpable a
través de la piel del escroto y es por la contraccidn de esta capa muscular que se impulsa el semen
hacia los érganos superficiales o de contacto con la hembra (Bonilla, 2013 citado en Vasquez, 2019, p.

11).

Uretra
Es un tubo que va desde la vejiga hasta la porcion final del pene, la zona pélvica de la uretra se
rodea del muasculo uretral que se contrae durante la eyaculacion; dentro del pene la uretra se cerca

por un area cavernosa de tejido eréctil que funciona como canal excretorio de la orina y el semen
(Sénchez y Palacios, 2005 citado en Vasquez, 2019, p. 6).

Pene

Es el rgano masculino externo que intervienen durante la copulacion con la yegua, es de forma
cilindrica, en estado de flacidez tiene una longitud aproximada de 50 cm de largo y entre 3y 6
cm de diametro, mientras que, durante la ereccion puede alcanzar hasta 100 cm de longitud. El
pene del caballo se divide en tres secciones: la raiz que se halla unida al hueso de la pelvis, el
cuerpo que es la parte central y el glande que es la parte terminal del pene (Sanchez y Palacios, 2005

citado en Vésquez, 2019, p. 7).

Prepucio

El prepucio es una invaginacion de la piel que cubre totalmente el extremo libre del pene o glande
cuando el pene no se encuentra erecto. Se forma por dos partes: una porcion prepeniana o pliegue
externo, y una porcion penil o pliegue interno. Cuando el caballo alcanza la adultez el prepucio

se cubre de pelos largos y fuertes que protegen al 6rgano de bacterios (Gonzélez, 2018, parr. 10).

Glandulas sexuales accesorias

Estas se ubican a lo largo de la zona pélvica de la uretra con conductos que liberan las secreciones

en el interior y estas son:

- Ampula: Es el estrechamiento fusiforme que forma el conducto deferente antes de unirse con
la uretra, tiene una estructura tubular de mas o menos 0.7 a 2.0 cm de diametro.

- Glandulas vesicales: Par de glandulas lobulares con apariencia de un racimo de uvas cuyos
conductos excretores terminan cerca de la union de la uretra y el &mpula. Contribuyen en la
formacion de semen con compuestos organicos como fructosa que es la fuente de energia de
los espermatozoides.
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- Préstata: Es una glandula con forma lobular que se ubica en el cuello de la vejiga y al inicio
de la uretra; se forma por dos Iébulos laterales y un istmo de conexién. La funcion de la
prostata es la secrecion de fluidos para la limpieza y lubricacién de la uretra durante la
estimulacion sexual (Zarco, 200 citado en Trejos, 2009, p. 12).

- Valvulas bulbouretrales: Estan se localizan a lo largo de la uretra y contribuyen en menor
grado con el volumen del liquido seminal, las secreciones de estas valvulas limpian los

residuos de orina en la uretra durante la eyaculacion.

Prostate Vesicular Bladder
gland gland

Vas deferens

Urethra

Scrotum

Testicle

Epididymis

lHustracion 4-2: Sistema reproductor del caballo
Fuente: Gonzalez et al., 2020, p. 1.

2.1.2.3. Tipos de reproduccién

Monta natural

La monta natural es el proceso de copulacién directa entre un macho y una hembra de la misma
especie, se desarrolla en el ambiente natural de vida del animal. El caballo es atraido por las
muestras de celo de la yegua mientras que el macho la corteja, realiza un flehmen, da manotazos
en el piso y mordisquea los laterales de la yegua hasta que esta se quede totalmente quieta y

entonces se da el coito (Morocho & Duchimaza, 2018, p. 41).
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lustracion 5-2: Monta natural del equino
Fuente: Aguilar, 2003.

Inseminacion artificial

Este es un proceso de intervencién humana en donde no existe contacto fisico entre los animales,
sino gque el semen del macho es extraido por un profesional veterinario o zootecnista y después
se introduce este semen en el interior de la vagina de la hembra. La principal ventaja de este

método de reproduccion es reducir el riesgo de transmision de enfermedades venéreas.

lustracién 6-2: Inseminacion artificial
Fuente: Aguilar, 2003.

Trasplante de embriones

Esta técnica se empez6 a utilizar con yeguas que presentaron riesgos reproductivos y no se
mantenia la gestacion hasta el término o yeguas de edad avanzada. Actualmente, esta técnica se
dirige principalmente a yeguas de alto valor genético. En este caso intervienen tres animales y el
ser humano: un semental donador de semen, la primera yegua en donde gestan los embriones y la
segunda yegua donde se insertara el embrion a los siete u ocho dias después de la fecundacion

(Morocho & Duchimaza, 2018, p. 42).
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2.1.3. Espermatogénesis

La espermatogénesis o también conocida como funcidn exocrina de los testiculos es el proceso
por el cual se forman y almacenan los espermatozoides a partir de las espermatogonias del tubo

seminifero por accion de las gonadotropinas hipofisarias y los androgenos.

Segun Mejia (2016, p. 17) los espermatozoides de los caballos adultos se originan en el epitelio de
los tubos seminiferos por acompafiamiento de las células de Sertoli mediante la espermatogénesis
que dura aproximadamente 57 dias y se entiende como la suma de procesos de diferenciacion y
divisién de las espermatogonias, se compone por tres fases principales: espermatocitogénesis,

meiosis y espermiogénesis.

2.1.3.1. Espermatogonias

Son las células germinales que se ubican en las génadas de los animales machos, en los machos
cuyos testiculos se forman por tlbulos seminiferos, las espermatogonias se encuentran en
contacto con la ldmina basal de esos tabulos. Es importante considerar, que se denominan

espermatogonias a las células germinales que no han llegado a la meiosis (Megias; et al., 2022, pérr.
1).

2.1.3.2. Gonadotropinas hipofisarias

Las gonadotropinas (GnRH) son hormonas elaboradas en el encéfalo y hacen que la hipdfisis
produzca y libere la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Estas
hormonas regulan los procesos de reproduccion, en los machos provocan que los testiculos

generan testosterona (Instituto Nacional del cancer, 2022, parr. 1).

2.1.3.3. Androgenos

Este grupo de hormonas facilitan la comunicacion entre las células del cuerpo y se producen a
partir de la transformacion del colesterol en la glandula suprarrenal. En los seres sexuales
masculinas los andrégenos son hormonas que incluyen la testosterona, la androsterona y la
androstenediona y cuya funcién es el desarrollo de los caracteres sexuales como barba y tono de

VvozZ.
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lustracion: 7-2: Tipos celulares del epitelio germinativo (raton)

Fuente: Megias, 2022, p. 1.

2.1.3.4. Fases de la espermatogénesis

Espermatocitogénesis

En el caballo esta fase dura aproximadamente 19.4 dias y las espermatogonias de tipo Al por

mitosis se dividen en 16 células para alcanzar un grado de diferenciacién, transformandose en

espermatogonias de tipo A2 (espermatocitos) que experimentan una nueva mitosis y de esta

forma se siempre existe una poblacion de espermatogonias A2 que migren hasta quedar

envueltas en los pliegues citoplasmaticos de las células de Sertoli (Pérez, 2013, pp. 188-189).

Meiosis

Esta fase también tiene una duracion de 19.4 dias y aqui ocurren un intercambio de material

genético entre cromosomas homologos de los espermatocitos primarios formando los

espermatocitos secundarios; la segunda division mei6tica forma cuatro espermatides a partir del

espermatocito primario (Pérez, 2013, pp. 188-189).

Espermiogénesis

Es la ultima etapa del proceso de espermatogénesis y dura aproximadamente 18.4 dias, en esta

etapa ocurre la diferenciacion morfologica de las espermatides en espermatozoides. Las

espermatides pierden una porcion citoplasmatica, se reorganiza la cromatina nuclear y se recolecta

material citoplasmatico y se recoge la membrana celular para que se forme la cola (Pérez, 2013, pp.

188-189).
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2.1.3.5. Endocrinologia reproductiva del macho

Para que los testiculos del macho produzcan espermatozoides se necesita que el conjunto
hipotdlamo — hipofisis — gbnadas se sincronicen, es decir, el hipotdlamo sintetiza y suelta la
hormona liberadora (GnRH) para estimular a la hipéfisis y producir FSH y LH. Las hormonas
foliculo estimulantes actlan sobre los tubulos seminiferos (células germinales y células de
Sertoli). Las células de Sertoli producen inhibina que retroalimentan en sentido negativo la
secrecion de FSH. La hormona luteinizante por su parte estimula a las células de Leyding para la
produccion de andrégenos como la testosterona.

Hipotalamo

Hipofisis

FSH LH

\ /

\ / e L|‘r
Célula de Leydig

Colesterol
+

: / Estradiol
FSHr

Célula de Sertoli

Testiculo

TESTOSTERONA

llustracion 8-2: Endocrinologia reproductiva del caballo

Fuente: Universidad Nacional Auténoma de México, 2021.

2.1.4. Semen equino

El semen del caballo se forma por tres ondas eyaculatorias que se evacuan en tiempos distintos.
La primera onda se forma en la prostata, es rica en electrolitos y tiene efectos espermio
estimulantes; la segunda onda se da en las ampollas de Henle y contiene espermatozoides; v, la
tercera onda se origina en las vesiculas seminales y aporta la mayor parte del volumen del

eyaculado (Caiza et al., 1997 citado en Vasquez, 2019, p. 21).
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El semen equino se compone de dos elementos principales: los espermatozoides y el plasma
seminal. La eyaculacion del caballo se realiza en etapas: la primera o pre-secrecién se observa
mediante el fluido expulsado del pene del semental cuando esté salta sobre la hembra o en el
periodo de maxima excitacién antes del coito, tiene la funcion de limpiar y lubricar la uretra; la
fraccion rica en espermatozoides transporta entre el 80 y 90 % de estos y es expulsada en las
primeras dos a tres fases de las seis a nueve que componen el eyaculado; la fraccion gel o fraccion
pobre, se produce en las vesiculas seminales y contiene baja cantidad de espermatozoides pero es
rica en &cido citrico y potasio; la tltima fraccion es posterior al coito y consiste en una secrecion

acuosa con volumen reducido (Mann, 1975 citado en Trejos, 2009, p. 14).

2.1.4.1. Espermatozoide equino

Estos organismos son células haploides cuya Unica funcion es la de fecundacién de la hembra
para la reproduccion de la especie. Para que la fecundacion se realice de manera exitosa, las
células espermaticas deben sostener un metabolismo capaz de producir energia, motilidad
progresiva y enzimas acrosomales para la penetracion de las estructuras que envuelven el ovocito

(6vulo de la hembra) (Amann & Graham, 1993 citado en Trejos, 2009, p. 21).

2.1.4.2. Anatomia y fisiologia del espermatozoide

Segun (Ortega, 2011 citado en Reyes, 2019, p. 16) el espermatozoide de los animales mamiferos se
compone por cinco regiones: cabeza, cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal.
Los espermatozoides equinos alcanzan un tamafio aproximado de 60 pum y se rodea

completamente por membrana plasmatica.

- La cabeza del espermatozoide es aplanada y aqui se ubica el nlcleo, el acrosoma y las
estructuras del citoesqueleto, ademas de una pequefia cantidad de citoplasma. A la vez, el
nucleo se conforma por la cromatina altamente condensada, el acrosoma y el segmento
ecuatorial, y la fosa de implantacion.

- Acrosoma: localizado sobre el nicleo, es una vesicula que contine enzimas hidroliticas
necesarias para la penetracién de la zona peltcida del ovocito.

- El cuello del espermatozoide es el espacio de unidn entre la cabeza y la pieza media, se
conforma por las mitocondrias, el centriolo proximal y una serie de columnas laminadas que
proporcionan gran flexibilidad para la movilidad lateral del espermatozoide.

- Enlapiezaintermedia del espermatozoide se encuentra una doble hélice de mitocondrias. Las

mitocondrias ademas de controlar el metabolismo energético son la mayor fuente intracelular
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de especies reactivas de oxigeno; la pieza intermedia esta limitada por el anulus que es la
zona donde la membrana se condensa.

- La pieza principal se ubica en una porcién de la cola y se forma por nueve fibras densas y el
axonema que continta desde la pieza intermedia; las fibras van reduciéndose en tamafio hasta
desaparecer al final de la pieza principal del espermatozoide.

- La pieza terminal es la parte final de la cola y se forma por el axonema que se venia

extendiendo desde la pieza intermedia, esta parte del espermatozoide no tiene vaina fibrosa
(Ortega, 2011 citado en Reyes, 2019, pp. 17-18).

Espermatozoide

Acrosoma
Cabeza
Nucleo
Centriolo E Cuello
0 cuerpo T —

asa

. Pieza .
Mitocondrias intermedia

Axonema prri’r?gfgal

| Cola
(55 pm)

Parte final

llustracion 9-2: Anatomia del espermatozoide equino

Fuente: Partesdel.com, 2022.

2.1.5. Extraccion de semen

La recoleccion del semen es una técnica habitual en la clinica de reproduccion de los mamiferos
y se emplea para evaluar la capacidad reproductiva del macho, realizar controles rutinarios de
calidad del semen, diagnoéstico de infertilidad y evidentemente para el proceso de inseminacion
artificial de la hembra de la especie. Actualmente, la inseminacion artificial es la técnica mas

utilizada en la reproduccion animal principalmente de bovinos, porcinos y equinos.

2.1.5.1. Vagina artificial

La vagina artificial es el método mayormente utilizado al momento de la extraccion del semen de
un animal macho, para la recoleccion de semen equino se conocen tres modelos de vaginas méas
frecuentes: Colorado, Missouri y japonesa; todos estos tipos de vagina contienen tanto los

espermatozoides como el plasma seminal, es decir, recogen un eyaculado completo.
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Missouri: Es el mas accesible econémicamente, es liviana, facil de manejar y relativamente
facil de limpiar. Se forma por una doble camisa de latex permanentemente sellada que
funciona como camara de agua y una carcasa de cuero que envuelve la camisa; cuenta con
una valvula para llenar agua o aire o una mezcla de los dos.

Colorado: Se compone por una carcasa externa de plastico y usa dos forros de latex, el
primero forma una cdmara entre la carcasa y el forro donde se introduce el agua; y, el segundo
sirve para recoleccion propiamente dicha colocando en su extremo un recipiente. La ventaja
de este modelo de vagina es la capacidad de mantener la temperatura del agua por mayor
tiempo.

Japonesa: Se forma por una caja externa de aluminio y un forro de latex, ademas, en el
extremo se dota de anillo de goma espuma que estimula el glande del semental durante la
penetracion. Es totalmente rigida y dispone de un bulbo de goma para el almacenamiento del

semen.

llustracion 10-2: Vaginas artificiales para equinos
Fuente: Reyes, 2019, p. 21.

2.1.6. Valoracion de muestras seminales

Las muestras seminales de los equinos son valoradas frecuentemente para conocer el

comportamiento y calidad seminal, y decidir el manejo del mismo a fin de alcanzar el mayor

potencial reproductivo. Entonces, la valoracion de las muestras seminales persigue dos objetivos:

Predecir la capacidad fertilizante del semental.

Determinar la aptitud de las muestras para su conservacion bajo refrigeracion o congelacion.

Esta valoracion consiste en la medicion de pardmetros seminales cuantitativos como el volumen

eyaculado libre de gel, la concentracion espermética y el nimero de espermatozoides, y el pH del

semen; también, parametros cualitativos como el movimiento morfologia espermatica.
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Para realizar la evaluacion debe retirarse la fraccion de gel seminal, esta es la Gltima secrecion y
tiene una baja concentracion de espermatozoides; puede realizarse por aspiracion con jeringa
estéril, filtracion mediante sistemas incorporados en la en la vagina artificial y otros. El semen
debe mantenerse a una temperatura de 38 °C porque los espermatozoides son altamente sensibles

al shock térmico.

Tabla 2-2: Parametros del semen equino fresco

Minimo Maximo Promedio Autor
Volumen 30 ml 250 ml 100 ml Morel, 1999
Gel seminal 20 ml 40 ml 30 ml Morel, 1999
Concentracion
(*1076) 198.7 £ 27.6 Villa et al.

Kenney et al.,

pH 7.2 7.6 1993

Semen fresco de color gris cenizo a blanco y consistencia | Juhasz et al.,
Aspecto acuosa a lechosa. 2000
Vigor 0] 5] Pérez, 2006

Fuente: Restrepo et al., 2013, p. 119 & Paredes, 2015, p.p. 22-24.
Realizado por: Leon, Adrian, 2023.

2.1.7. Tratamiento del semen equino

2.1.7.1. Semen fresco

El semen fresco o semen in natura no es utilizado frecuentemente en la inseminacion artificial y
se usa cuando la yegua receptora se encuentra en el mismo predio que el macho, pero no se puede
realizar la monta natural. Cuando se realiza una inseminacion con semen fresco debe efectuarse
en un tiempo menor a treinta minutos después de la extraccion, dado que, la pérdida de motilidad

y capacidad de fecundacion es rapida.

Los resultados de la fecundacion con semen fresco son semejantes e incluso superiores a la monta
natural. Mattos & Cavalheiro en 1998 obtuvieron una tasa de prefiez del 78.7% usando semen
diluido, mientras que, con la monta natural se alcanzé un 56.0% de prefiez. Por su parte Silva
(1994 citado en Trejos 2009, p. 54) indica que no existe diferencia alguna en la prefiez mediante la

inseminacidn artificial con semen fresco y la monta natural.
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2.1.7.2. Semen refrigerado

El semen refrigerado se usa principalmente por la rentabilidad econémica de este, los indices de

prefiez y la posibilidad de conservacion del semen por periodos variantes entre horas y dias, han

convertido la inseminacion artificial con semen refrigerado en la técnica mas difundida.

Existen varias dificultades para el uso del semen refrigerado como, por ejemplo:

- No todos los machos de la especie producen semen capaz de soportar la refrigeracion y/o
congelacion.

- Lalongevidad del semen refrigerado es relativamente corta (24 a 48 horas).

- Debe procurarse la salud del macho y la disponibilidad de recoleccion de semen durante toda
la temporada de monta para atender la demanda de inseminacion.

- El procesamiento del semen por propietarios, no profesionales, ocasiona la disminucion de la

calidad del semen (Loomis, 2001 citado en Trejos, 2009, p. 54).

El semen debe ser mezclado con diluyente pre-calentado (37 °C) dos o cinco minutos después de
la recoleccién. La relacidn diluyente semen debe ser 1:1, sin embargo, si la inseminacion se
realizard después de dos horas se utiliza una disolucién mayor y depende de la concentracién
espermatica inicial. Las yeguas son inseminadas generalmente con dosis que varian desde 250 a

500 x 108 espermatozoides en movimiento progresivo (Brinslo & Varner, 1992 citado en Trejos, 2009, p.
54).

El semen puede almacenarse en probetas u otros recipientes de vidrio o plastico que no sean
mortiferos para los espermatozoides y las dosis se dividen al momento de la inseminacién; puede
almacenarse también en bolsas de polietileno o en jeringas con émbolos de plastico. Se
recomienda retirar el aire de los envases durante el llenado del semen, a 4 °C la actividad
espermatica es menos intensa y la motilidad se mantuvo en aquellos envases sin aire segun el

estudio desarrollado por Mattos (1997 citado en Trejos, 2009, p. 54).

En términos generales la refrigeracion del semen diluido debe hacerse a temperaturas entre los 5
°Cy 6 °C, dado que, estas temperaturas mantienen la viabilidad espermética debido a la reduccion
de la actividad metabolica. Ademas, se indica un enfriamiento lento a medio (<0.03 °C/mina 0.1-
0.05 °C/min).
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2.1.7.3. Semen congelado

La crioconservacion del semen es un procedimiento de enfriamiento y almacenamiento de esta
sustancia a temperaturas inferiores a 0 °C, el nitrégeno liquido (-196 °C) es utilizado para esta

forma de conservacion.

El limitante de este método de preservacion del semen es el elevado costo de la maquinaria y
herramientas necesarias para el procedimiento y la obligatoriedad de contar con personal
capacitado; mientras que los beneficios, son el acceso al semen de machos que se encuentran
separados por largas distancias, mayor calidad del semen, menos desperdicio porque toda la

recolecciéon es procesada y almacenada logrando una media de 10 a 12 dosis por eyaculado
(Loomis, 2001 citado en Trejos, 2009, p. 54).

2.1.8. Crioconservacion

La crioconservacion es el “proceso para enfriar y almacenar células, tejidos u organos a
temperaturas muy bajas o congelarlos para guardarlos para su uso en el futuro, también se llama

criobanco” (Instituto Nacional del Cancer, 2022, parr. 1).

2.1.8.1. Extraccion del semen

La extraccion del semen inicia con el lavado del pene del animal, principalmente la fosa uretral
para eliminar microrganismos, sin embargo, no debe alterarse la flora bacteriana normal del pene.

La extraccion se realiza a través de maniquies y vaginas artificiales.

2.1.8.2. Centrifugado

Posterior a la extraccion del semen se realiza una evaluacion macroscopica para determinar
caracteristicas fisicas y quimicas; después se realiza una primera dilucion del semen en
proporciones de 1:1 (semen: diluyente) a una temperatura de 37°C para evitar golpes de frio. Los
diluyentes més utilizados son el Kenney y el INRA96. La dilucién del semen busca obtener
espermatozoides concentrados y para ello se recomienda reducir el plasma seminal entre un 5y

20% (Alvarenga et al., 2016 citado en Elgueta, 2018, p. 4).
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Para el centrifugado se utilizan tubos de ensayo de 10 ml y una fuerza de centrifugacion de 400 a
600 G (depende del rpm y el radio del rotor) durante 15 minutos (extremos de tiempo de 10 a 20
minutos). Weiss (2004, citado en Wemli, 2010, 25) recomienda que el semen equino debe ser
centrifugado a una velocidad de 600 G durante 10 minutos para tener menor pérdida espermética
y una buena calidad de congelacion. La centrifugacion logra que los espermatozoides se
almacenen en el fondo de la pipeta y el liquido seminal quede en la superficie, posteriormente, se

elimina el liquido y se obtienen los espermatozoides puros.

Después de la centrifugacion debe incorporarse un diluyente de congelacion que se forma por crio
protectores, azucares, antibioticos, electrolitos y otros elementos que cumplen las funciones de
proveer nutrientes a los espermatozoides, proteger a los espermatozoides de la temperatura,
mantener el equilibrio del pH, mantener la presion osmética y el balance electrolitico, e inhibir el

crecimiento bacteriano (Alvarenga et al., 2016 citado en Elgueta, 2018, p. 4).

2.1.8.3. Crioprotectores

Estos son sustancias hidrosolubles que reducen el punto eutéctico (temperatura maxima a la que
se produce la cristalizacion del solvente y soluto). Existen dos tipos de crioprotectores:
permeables y no permeables.

- Los crioprotectores no permeables son compuestos de alto peso molecular que no atraviesas
la membrana plasmaética por lo que su efecto protector se realiza en el medio extracelular
mediante 6smosis creando un medio hiperténico que por deshidratacion disminuye la
probabilidad de formacion de cristales de hielo intracelulares (Ramonez et al., 2017 citado en
Elgueta, 2018, p. 5). Los principales crioprotectores no permeables son: los azlcares, la leche
desnatada y la yema de huevo.

- Los crioprotectores permeables son compuestos de bajo peso molecular y que atraviesan la
membrana plasmatica ocasionado la reorganizacion de los compuestos lipidicos y proteicos
que incrementa la fluidez de la membrana plasmatica, mejorando la deshidratacion celular a
bajas temperaturas y, por lo tanto, reduciendo la formacién de cristales de hielo intracelulares,
lo que incrementa la supervivencia espermatica a la congelacién tanto en el medio intracelular

como extracelular. El crioprotector permeables mas comun es el glicerol (Avila et al., 2014 citado
en Elgueta, 2018, p. 5).
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2.1.8.4. Refrigeracion

El semen requiere un proceso de enfriamiento antes de la congelacién, la temperatura del semen
puede bajar de 37 °C al momento de la extraccion a 20 °C sin efectos adversos para la motilidad,
pero reducirlo a temperaturas de entre 19 °C y 8 °C son perjudiciales para el esperma equino.
Posteriormente el enfriamiento entre 8 °C y 5 °C puede ser rapido y es aqui donde la membrana
espermatica transita de una fase liquida cristalina al estado de gel y por lo tanto la ocurrencia de

un coque térmico ocasionaria la pérdida de motilidad y fertilidad de los espermatozoides
(Alvarenga, 2002 citado en Wemli, 2010, p. 34).

Furst en el afio 2022, estableci6 un mecanismo de enfriamiento artesanal que reduce la
temperatura del semen equino desde 22 °C a 8 °C en un tiempo de 35 minutos, es decir, disminuye
la temperatura en 0.5 °C/min, para posteriormente reposar los espermatozoides por un tiempo de

25 minutos antes de la congelacion (First, 2006 citado en Wemli, 2010, p. 35).

Existen tres rangos de enfriamiento de los espermatozoides:

- Enfriamiento lento (< -0.33 °C/min)

- Enfriamiento medio ( -0.33 a-1.0 °C/min)

- Enfriamiento rapido (> -1.0 °C/min)

Las mejores curvas de enfriamiento en semen mantenido a 5 °C, fueron la reduccién de entre -0.6
a-1.0 °C/min.

2.1.8.5. Congelacion

Las células espermaticas deberan atravesar un proceso de descenso de temperatura entre -15 °C
hasta -50 °C (Mazur, 1980 citado en Wemli, 2010, p. 36), en donde existe el mayor riesgo de pérdida de

motilidad y fertilidad. El espermatozoide alcanza un estado de anabiosis al llegar a -196 °C.

Criopreservacion con nitrogeno liquido manual

Este método utiliza curvas de congelacion en donde las pajillas descienden gradualmente de
temperatura, para garantizar la sobrevivencia de los espermatozoides. Se ubican las pajillas de
forma horizontal a aproximadamente 4y 6 centimetros por encima del nivel de nitrdgeno durante
un tiempo minimo de 7 minutos y maximo de 20 minutos. Posteriormente, las pajillas se
introducen en el nitrégeno en donde pueden ser almacenadas por tiempo indeterminado, este

método tiene una viabilidad del 30-35% a la descongelacion (Acosta et al., 2017 citado en Rangel, 2023,
p. 26).
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Criopreservacion mediante sistemas automatizados

Estos sistemas de congelacion utilizan curvas de congelacién que combinan diferentes
velocidades de enfriamiento, una primera velocidad de -10 °C/min para cambiar la temperatura
del semen desde 20 °C hasta -15 °C y una segunda velocidad de -25 °C/min a -60 °C/min para
reducir la temperatura hasta -120 °C, después de este enfriamiento se introducen las pajillas en
nitrégeno liquido. Dado que las tasas de congelacién son mas uniformes la viabilidad post

descongelamiento asciende al 50% (Elgueta, 2018 citado en Rangel, 2023, p. 26).
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196°C 10 minutos 92 minutos

llustracion 11-2: Curva de congelamiento convencional del semen

Fuente: Reproduccion Veterinaria, 2022.

2.1.8.6. Descongelacion

El procedimiento de descongelamiento de los espermatozoides se relaciona con el
almacenamiento del mismo, el envasado suele realizarse en macropajuelas de 4 a 5 ml, en
micropajuelas de 0.25 ml a 1 ml o en pajuelas de 0.5 ml que son las mas frecuentes. Se
recomiendan protocolos de descongelacion por inmersion en agua a una temperatura de 37 °C
durante 30 a 60 segundos cuando se usan micropajuelas y para macropajuelas se recomienda una

temperatura de 50 °C durante 45 segundos (Alvarenga, 2016 citado en Elgueta, 2018, p. 8).

2.1.9. Factores que afectan la crioconservacion del semen

2.1.9.1. Choque térmico

El choque térmico es la alteracion que sufren los espermatozoides cuando son sometidos a un

enfriamiento rapido desde los 20°C a 5°C, estas alteraciones son la pérdida de motilidad,
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alteracion de la motilidad con movimientos retrogrados y circulares, reduccion del metabolismo,
lesién del acrosoma y la membrana plasmaética y pérdida de componentes intracelulares, todas

estas alteraciones son irreversibles (Amann & Pickett, 1987 citado en Trejos, 2009, p. 46).

La membrana plasmaética se compone por una doble cadena de fosfolipidos en donde se localizan
complejos proteicos en equilibrio estan se muestras como un fluido, con el enfriamiento los
lipidos transitan a una fase liquida cristalina y después a una fase de gel. Cuando se alcanza el
estado de gel los lipidos se agregan formando microdominios y no se integran con otras proteinas
asociadas a otros lipidos; los bordes de estos microdominios son mas fragiles a la fusion o ruptura

y mas permeables a los iones (Hemmersted gt al., 1990 citado en Trejos, 2009, p. 46).

2.1.9.2. Centrifugacion

La centrifugacion y eliminacion parcial del plasma seminal conduce a la disminucion o pérdida
de espermatozoides con motilidad rectilinea progresiva, ademas, cuando la centrifugacion no es
inocua se produce la pérdida del 10 al 20 % de espermatozoides en el sobre drenante, reduciendo
la motilidad o aumentando las alteraciones morfologicas de las células espermaticas como

consecuencia de la peroxidacion (Parinaud et al., 1997 citado en Trejos, 2009, p. 47).

2.1.9.3. Diluyentes

La yema de huevo, la leche y el glicerol son los diluyentes mas utilizados para la proteccion de
los espermatozoides, las lipoproteinas presentes en la yema del huevo y la leche actdan como
protectores térmicos y los sustratos metabolizables como la glucosa constituyen la fuente de
energia de las células espermaticas; sin embargo, el metabolismo de los espermatozoides produce
sustancias toxicas como acido lactico que reduce la motilidad, y por lo tanto, los diluyentes deben

contener sustancias con capacidad tampdn para neutralizar las sustancias toxicas (Katila, 1997 citado
en Trejos, 2009, p. 48).

2.1.10. Alteraciones del semen por crioconservacion

El choque térmico puede ocurrir cuando la membrana plasmatica pasa de estado liquido a estado
de gel, por esto, el enfriamiento debe evitar que los fosfolipidos de la membrana se muevan
lateralmente y formen pequefias regiones lipidicas a las que se adhieran proteinas, esto incrementa

la permeabilidad de la membrana y disminuye la actividad metabdlica (Hammerstedt & Graham, 1992
citado en Castro & Cruz, 2016, pp. 48-50).
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El dafio de la membrana de la célula espermatica durante la congelacién puede causar crio
capacitacion, que hace que el espermatozoide tenga mayor probabilidad de sufrir una reaccién

acrosoémica, lo que disminuye el tiempo de vida del espermatozoide (Thomas et al., 2006 citado en
Castro & Cruz, 2016, pp. 48-50).

Se ha demostrado que el Ca (calcio) durante la congelacion de los espermatozoides ingresa al
medio intracelular por canales dependientes de voltaje y estos canales con voltaje provocan la
disminucién en la fertilidad. Los cambios de las concentraciones de Ca pueden ocasionar

apoptosis, afectando la viabilidad y funcidn espermatica (Ball, 2008 citado en Castro & Cruz, 2016, pp.
48-50).

2.1.10.1. Membrana plasmatica del espermatozoide equino

La membrana plasmaética es la capa de revestimiento del espermatozoide y se compone por
diferentes tipos de proteinas, fosfolipidos, colesterol, glucolipidos y carbohidratos, ademas de,
enzimas en el acrosoma que funcionan como la principal barrera entre el espermatozoide vy el

ambiente externo, dada su caracteristica de permeabilidad selectiva.

La membrana plasmatica es una capa de doble que se compone principalmente por lipidos que
recubren el espermatozoide, en condiciones normales los hidréfilos (cabezas) de los fosfolipidos
se disponen de forma opuesta para formar una capa externa y una interna; mientras que, las
hidréfobas (colas) se mantienen entre ambas capas. La deshidratacion provocada por el proceso
de congelamiento, modifica la disposicién de los fosfolipidos, provocando la coalescencia de las

cabezas, es decir, la exposicion de las colas (Ortega, 2001, p. 12).

La composicion de fosfolipidos de la membrana y la relacion colesterol/fosfolipidos es variante
segun la especia animal (70% fosfolipidos, 25% lipidos neutros y 5% glicolipidos), la
composicion lipidica de la membrana es la que se relaciona con la capacidad de tolerancia al
shock térmico, cuando mayor es la proporcién de esteroles con relacion a los fosfolipidos, vy,
mayor la saturacion de fosfolipidos en grupos acetilos, mayor es la tolerancia del espermatozoide

a los procesos de congelacion y descongelamiento (Ortega, 2001, p. 13).
En un estudio realizado por Parks & Lynch (1992 citado en Ortega, 2001, p. 13) se determind que el

semen equino contiene menor porcentaje de colesterol que el semen bovino o porcino, por lo

tanto, tienen menor tolerancia a los descensos de temperatura durante la crioconservacion.
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La relacién del colesterol y los fosfolipidos de la membrana plasmaética del semen equino es una
caracteristica que se asocia con la sensibilidad de las células espermaticas durante los descensos
de temperatura, es asi que, altas cantidades de colesterol en la membrana reducen la temperatura
a la que se da la transicion de fase (liquido a gel) manteniendo un estado méas fluido a bajas

temperaturas y previniendo los dafios celulares (Mesa & Henao, 2011, p. 2909).

La integridad de la membrana plasmatica se evallia mediante una prueba hipo osmética (HOS) en
la que se somete al semen equino a condiciones hipo osméticas y solo los espermatozoides
biol6gicamente activos permiten el ingreso de agua y presentaran turgencia; la presencia de agua
se muestra solo en la cola y crea enrollamientos como sefial de que el agua ha sido transportada
de manera fisioldgica en la célula en el mecanismo de equilibrio entre los liquidos internos y del
entorno extracelular, la integridad de la membrana plasmatica es indispensable para que se dé la

reaccion acrosémica durante la fertilizacion (Restrepo, 2013, pp. 118-119).
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CAPITULO I1I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Localizacion y duracion del experimento

El trabajo de campo de la presente investigacion se realizd en la estacion experimental Tunshi de
la ESPOCH ubicada en la parroquia Licto, al suroeste del cantén Riobamba, provincia de
Chimborazo con una duracién de 60 dias en donde se realizé la extraccion, evaluacion del semen

fresco, procesamiento y congelacion, evaluacion de semen post congelacion y andlisis estadistico.

En latabla 1-3 se muestran las condiciones meteorolégicas que presenta el cantén Riobamba lugar

donde se realiz6 la evaluacion del semen.

Tabla 1-3: Condiciones meteoroldgicas del cantén Riobamba

Temperatura °C 8-19°C
Precipitacién anual 4417 mm
Humedad relativa % 88-81%
Altitud m.s.n.m 2754msnm

Fuente:(ESPOCH.,2017)
Realizado por: (Le6n, 2023)

3.2.  Materiales, equipos e instalaciones

3.2.1. Materiales de campo

- Overol

- Botas

- Sogas

- Esfero

- Cuaderno

- Vagina artificial para equinos

- Recipiente colector de semen equino

- Papel aluminio

- Guantes de latex

- Termo y recipiente colector de agua
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3.2.2. Materiales de laboratorio

- Tubos de centrifugacion
- Puntas de micropipetas
- Colorantes (eosina y nigrosina)
- Jeringas y agujas

- Diluyente

- Placas cubre y porta objetos
- Pajillas de 0,25cc

- Hielo

- Hielera

- Tubos eppendorf

- Vasos de precipitacion

- Agua inyectable

- Papel Filtro

- Polvo polivinilico

- Baldn aforado

- Rack de pajillas

- Camara de Neubauer

- Pinzas

- Nitrégeno liquido

- Papel tornasol

- Cooler

- Huevo

3.2.3. Equipos de laboratorio

- Centrifugadora

- Microscopio Optico con pantalla integrada
- Platina calefactora

- Micropipetas

- Bafio maria

- Termometro

- Termo de nitrégeno liquido

- Balanza analitica

- Agitador magnético
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3.2.4. Reactivos

- Citrato de Sodio

- Fructosa

3.2.5. Instalaciones

Trabajo de campo

Estacion experimental Tunshi- ESPOCH

Trabajo de laboratorio

- Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Pecuarias — ESPOCH.

3.3.  Unidades experimentales

Se prepararon a dos equinos reproductores de diferentes razas y edades; Anglo Arabe (14afios) y
PSI (9 afios) en donde se realizaron 3 extracciones de cada macho con un intervalo de 8 dias por
colecta. De cada extraccidn se evaluaron 10 pajillas por macho y por tratamiento teniendo un total

de 180 unidades experimentales (pajillas) evaluadas.
3.4.  Mediciones experimentales

3.4.1. Pre-congelacion (semen fresco)

- Volumen de eyaculado (ml)

- pH

- Concentracion espermatica (spz/ml)

- Motilidad masal (%)
- Motilidad individual (%)

3.4.2. Post- Congelacion (Semen descongelado)
- Motilidad individual (%)

- Morfoanomalias (%)

- Integridad de la membrana espermatica (%)
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3.5. Técnicas estadisticas

Los resultados obtenidos fueron sometidos al siguiente andlisis estadistico:

- Estadistica descriptiva
- Anadlisis de varianza (ADEVA).
- Separacion de medias segin Tukey (p<0,05)

3.6.  Disefo experimental

Se conto con 2 machos equinos de la raza Anglo Arabe y Pura sangre inglés (PSI) en los cuales
se determind el mejor protocolo de crioconservacion de semen mediante la variacion en los

tiempos y fuerzas g en la centrifugacion.

Se trabaj6 en dos momentos:

3.6.1. Colectay evaluacién de semen fresco

Aqui se trabaj6 con un disefio de bloques completos al azar en donde cada bloque correspondié a

los machos utilizados en el experimento.

El modelo responde al siguiente modelo aditivo:
Yij= u+ T i+ Bj+ Eij
- Yij = Valor estimado de la variable
- W = Es la media general
- Ti = Efecto de las lineas genéticas de equinos
- Bj = Efecto de los bloques

- Eij = Efecto del error experimental.

3.6.2. Evaluacion de semen post congelacién
En este momento se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo combinatorio de factores,

en donde el factor A correspondio a los tiempos y fuerzas g en la centrifugacion y el factor B

correspondio a la linea genética equina.
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El modelo responde al siguiente modelo lineal aditivo:
Yij=u+ Ai + Bj+ ABij+ Eijk
- Yij = Valor estimado de la variable
- M= Es la media general
- Ai = Efecto de la linea genética
- Bj= Efecto del protocolo de crioconservacion de semen equino
- ABiIj= Efecto de la interaccion entre las lineas genéticas y los protocolos de crioconservacion

de semen

- €ijk= Error experimental

En la siguiente tabla 2-3 se muestra el esquema del experimento (semen fresco) y en la 3-3 el

esquema del experimento (semen post- congelacion)

3.6.3. Esquema del Experimento (semen fresco)

Tabla 2-3. Esquema del experimento (semen fresco)

LINEA GENETICA/BLOQUES | Cdadigo Repeticiones | T U.E* | T.U.E/
TRAT
T1 3 1 3
Anglo Arabe (1)
T2 3 1 3
PSI (2)
TOTAL 6

Realizado por: (Ledn, 2023)
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3.6.4. Esquema del Experimento (semen post-congelacion)

Tabla 3-3. Esquema del experimento (semen post-congelacion)

Protocolos de Machos Cadigo Repeticiones | T.U.E* | T.U.E/
crioconservacion TRAT
Al 1(B1) Al1Bl1 | 3 10 30
1 (15min-2000 RPM)
2 (B2) Al1B2 | 3 10 30
A2 1(B1) A2B1 |3 10 30
2 (20min-1500 RPM)
2 (B2) A2B2 |3 10 30
A3 1 (B1) A3Bl1 | 3 10 30
3 (25min-1000 RPM)
2 (B2) A3B2 |3 10 30
TOTAL 180

Realizado por: (Lebn, 2023)

En la tabla 4-3 se muestra el esquema del ADEVA Pre-congelacion y en la tabla 5-3 esquema del

ADEVA post-congelacion.

3.6.5. Esquema del ADEVA pre-congelacion

Tabla 4-3. Esquema del ADEVA Pre-congelacion (Semen fresco)

FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD
Total n-1= 5
Repeticiones r-1= 2
Tratamientos r-1= 1
Error t1)(r-1)= 2

Realizado por: (Leén, 2023)
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3.6.6. Esquema del ADEVA post-congelacion

Tabla 5-3. Esquema del ADEVA post-congelacion

3.7.

FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD
TOTAL n-1= 59

Tiempos/ Fuerzas G a-1= 2

Linea genética b-1= 1

(AB) (@1) (b-1)= 2

Error ab (r-1) = 54

Realizado por: (Ledn, 2023)

Procedimiento experimental

La investigacién comenz6 con la preparacion de los equinos (Anglo arabe y Pura sangre
ingles) en la estacion experimental Tunshi de la ESPOCH que consistio en la desparasitacion
y vitaminizacion 15 dias antes de la primera extraccion con el fin de que estén vigorosos y
obtener un semen de mejor calidad.

Transcurrido el tiempo requerido se prepararon los equipos necesarios tanto de campo como
de laboratorio para la primera extraccion y analisis del semen.

Antes del proceso de extraccion se prepard el diluyente llamado RAMP PLUS con un
volumen de 90 ml. El procedimiento consistié en adicionar 81 ml de agua estéril a 37°C al
diluyente en polvo, se homogeniz6 por un periodo de 10 minutos, luego se adicioné 4.5 ml
de yema de huevo se volvié a homogenizar, se dividio la cantidad necesaria para diluir semen
fresco y para la centrifugacion.

Se arm6 una vagina artificial (Colorado) para la extraccion, para esto se utilizé una camisa,
manga interior y tubo colector sellado con papel aluminio para que no ingresen los rayos del
sol y no afecte la calidad espermaética.

Se aplico agua caliente a 55 °C dentro de la camisa y una presion considerable para que simule
las condiciones naturales de la vagina equina.

Una vez preparado los equipos para la extraccion de semen se utilizé a una yegua en celo para
estimular la libido del macho, esta se sujetd de las patas traseras como de la cabeza para
mantenerla estatica y para una mayor seguridad.

Al momento de la monta del equino se desvio el pene para introducirlo en la vagina artificial

y recolectar la muestra.
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3.8.

Se tom¢ los datos necesarios del semen fresco en las instalaciones de la estacion Experimental
Tunshi y se prepar6 la muestra mediante una dilucién 1:1 V/V para trasladarla al Laboratorio
de Reproduccion Animal FCP - ESPOCH.

En el laboratorio de Reproduccion Animal de la Espoch se realizaron las alicuotas
correspondientes a los diferentes tratamientos en vasos de precipitacion para asi realizar los
diferentes protocolos de centrifugacion.

Una vez centrifugado el semen con cada uno de los protocolos se tomo con una micropipeta
el pellet que se formé en el tubo de centrifuga al fondo del mismo para diluirlo en el diluyente
para su crioconservacion CRIO RAMP.

Cada tratamiento fue empajillado en pajillas de 0,25 cc identificAndolas con colores
diferentes.

Se utilizé polvo polivinilico para sellar las dosis y se dejé una burbuja de aire de 1 cm
aproximadamente antes de sellar las dosis.

La curva de enfriamiento inici6 colocando las pajillas en un cooler con agua a 4°C durante 4
horas.

Una vez transcurridas las 4 horas de enfriamiento las pajillas fueron colocadas en un rack
para ser sometidas a vapor de nitrégeno liquido durante 6 minutos a 6 cm del nitrégeno y
durante 4 minutos a 4 cm del nitrégeno.

Pasado este tiempo se colocaron las pajillas en el tanque de nitrégeno liquido para su posterior
evaluacion post congelacion.

La descongelacion se realiz6 en agua a 37°C durante 45 segundos para posteriormente evaluar
las caracteristicas microscopicas.

Para la integridad de la membrana se utilizd el test hipo osmético de host preparando una
solucion de citrato de sodio y una solucidn de fructosa para la incubacion del semen en un

bafio maria a 37°C durante 20 minutos y su posterior observacién en el microscopio.

Metodologia de la evaluacién

3.8.1. Pre-congelacién (semen fresco)

3.8.1.1. Volumen de eyaculado (ml)

Permite determinar la cantidad de semen que se tiene por eyaculado, en este caso el volumen se

determind en el recipiente colector utilizado en cada una de las extracciones.
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3.8.1.2. pH

El pH se evalio en el laboratorio colocando una gota de semen puro sobre papel tornasol y

observando la coloracién determinamos la escala en la que se encontr6 la muestra.

3.8.1.3. Concentracion espermatica (spz/ml)

La concentracion espermaética hace referencia a la cantidad de espermatozoides presentes en cada
ml de semen, para esta evaluacion se utilizé una cAmara Neubauer, esta tiene la caracteristica de
tener en su centro una microcamara formada por 5 cuadrados verticales y 5 horizontales dando
un total de 25 cuadrados, para el conteo se tomé en cuenta Unicamente los 4 extremos méas una

del centro, luego se sumaron los 5 datos y se aplicé en la siguiente formula.

Concentracion spz/ml = # spz contados totales x 5 x 10 x 1000 x 100

3.8.1.4. Motilidad masal (%)

La motilidad masal se mide en escala del 1 al 5, se determind en el microscopio a 4x lo que
permitié observar la cantidad de remolinos producidos por los espermatozoides, mientras mas

vigorosos fueron se le dio una calificacion mas alta.

3.8.1.5. Motilidad individual (%)

La motilidad individual permite evaluar pardmetros como la capacidad de moverse, la trayectoria
y el tipo de movimiento que tienen los espermatozoides, esta evaluacion se realizd en el
microscopio con el objetivo de 10x permitiendo observar la cantidad de individuos que tenian

estas caracteristicas dandoles la valoracion respectiva.

3.8.2. Post- Congelacion (Semen descongelado)

3.8.2.1. Motilidad individual (%)

La motilidad individual se valora de forma subjetiva en un rango de 15% como minimo y 70%
como maximo, es decir, se determind de forma visual en el microscopio a temperatura de 37°C
permitiendo darles la valoracion correspondiente a las pajuelas de cada tratamiento post-

congelacion.
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3.8.2.2. Morfoanomalias

Las morfoanomalias permite determinar la cantidad de espermatozoides que presentan
anormalidades en su estructura, para su evaluacion se utiliz6 una gota de semen descongelado
tifiéndola con una gota de colorante llamado Eosina-Nigrosina, se realiz6 un frotis y se dejé secar
la muestra. Una vez lista la muestra fue llevada al microscopio con el objetivo a 40x y se realizo6
el conteo de espermatozoides totales en un lugar especifico y mediante otro conteo en el mismo
lugar se evalué a los espermatozoides que tenian:; cabeza grande, cabeza pequefia, sin cola, dos
cabezas, dos colas, cola retorcida con el fin de determinar el total que presentaban estas

anormalidades, los valores recopilados fueron aplicados en la siguiente formula:

Morfoanomalias (%) = #Espermatozoides con anormalidades x 100
#Espermatozoides totales

3.8.2.3. Integridad de la membrana plasmatica (%)

La integridad de la membrana permite determinar la cantidad de espermatozoides viables después
de la congelacion en cada protocolo. Para la valoracion se utilizo el test Hipo osmotico (HOST)
gue consistio en preparar una solucion de fructosa al 1.7% (solucion A) en 50ml de agua estéril y
una solucién de Citrato de Sodio al 0.735% (solucién B) en 50ml de agua estéril. De la
preparacion total de cada solucién se tomd 0.5ml de la solucion (A) con 0.5ml de la solucién (B),
al que se le agrego una pajuela descongelada mezclandolos homogéneamente en un tubo
eppendorf y se incubo durante 20 minutos en agua a 37°C. Posterior a la incubacion se tom6 una
muestra de 10 pL con la micropipeta para determinar en el microscopio el numero de
espermatozoides que tenian la cola enrollada y cabezas hinchadas que representan a aquellos que

presentan membrana espermatica integra. A los datos obtenidos se les aplico la siguiente formula:

Int. Membrana (%) = #Espermatozoides con cola enrollada x 100
#Espermatozoides totales
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADQOS

4.1  Pre-congelacion de semen (semen fresco)

Tabla 1-4. Tabla de resumen de los resultados obtenidos en las variables

Variables Anglo arabe | PSI t Student | Probabilidad | Sig.
Volumen del eyaculado (ml) 66,66 58,33 0,34 2,91 ns
pH 6,66 6,83 0,21 2,91 ns
Concentracion espermatica | 753.333,333 | 916.666,667 | -2,71 0,05 ns
(spz/ml)

Motilidad masal 4 4 |- ns
Motilidad individual (%) 78,33 76,66 0,37 0,37 ns

Realizado por: (Leon,2023)

4.1.1  Volumen del eyaculado (ml)

Al analizar la variable volumen del eyaculado (ml) para la raza anglo arabe se obtuvo un promedio
de 66.66 ml y para la raza Ingles pura sangre de 58,33 ml en donde no se encontraron diferencias
estadisticas significancias (p>0,05). Al respecto Jiménez (2022, p. 18) en su estudio denominado
“Correlacion entre el didmetro escrotal y caracteristicas seminales en el caballo peruano de paso
en cuatro criaderos de la Costa” determind que el volumen promedio del eyaculado de la raza
anglo Arabe fue de 49 ml y de la raza Ingles pura sangre de 52 ml, resultados que difieren a los
obtenidos en la presente investigacion, posiblemente se deba a la edad de los equinos,

alimentacion, clima o a su vez al método de extraccion.

Aznaran (2019, p. 33) en su investigacion de “Relacion entre el volumen testicular, volumen del
eyaculado y concentracion espermatica en caballos inscritos en la asociacion de criadores y
propietarios del caballo peruano de paso-Lambayeque” consiguidé un volumen promedio de
eyaculado (ml) en equinos de diferentes razas de 52,65 ml resultados que se encuentran
relacionados con los de este estudio y a los obtenidos por Jiménez (2022, p.18) cuyo promedio

fue 49 ml para la raza anglo arabe y 52 ml para el Ingles pura sangre.

Finalmente (Giraldo, et al.,2022, p. 26) en su estudio “Comparacion de los de los parametros
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espermaticos con la capacidad de produccion espermatica mediante medicidon testicular en
sementales del criadero la Marqueza de Tenjo Cundinamarca” obtuvo un promedio de 103 ml de
diferentes reproductores y razas equinas, lo cual estos resultados difieren a los obtenidos en la
presente investigacion probablemente por el tipo de alimentacion, clima, raza o posiblemente por

que el método de extraccion no fue con vagina artificial o a su vez por la misma edad de los

equinos.
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Volumen del eyaculado (ml)
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Promedio del eyaculado(ml)

llustracion 1-4: Volumen del eyaculado (ml)
Elaborado por: Ledn, (2023).

412 pH

Al analizar la variable pH no se encontraron diferencias estadisticas significativas en los
resultados, donde para la raza Anglo arabe se obtuvo un promedio de 6,67 y para la raza Ingles
pura sangre de 6,83. Al respecto Pérez, et al., (2017, p. 5) en su investigacion “Congelacion de
semen equino Bajo Dos Esquemas De Adicion de Dimetilformamida” obtuvo un pH promedio de
7 resultados que difieren de la presente investigacion posiblemente por que el método de

recoleccion no fue con vagina artificial o a su vez porque el andlisis no fue con papel tornasol.

Por lo contrario, Albarracin, et al., (2021, p. 7) en su investigaciéon denominada “Evaluacioén
comparativa de la calidad seminal de la raza cuarto de milla frente al caballo mestizo en la finca
el secreto de la verada Maporita del Municipio de Arauca” obtuvo un pH promedio de 7 resultados
que difieren a los obtenidos en la presente investigacién posiblemente por los métodos de

recoleccidn, raza de equino, concentracidn espermatica o analisis de semen.
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Gonzales (2018, p. 9) en su tesis denominado “Evaluacién de Espermatozoides de equino
mediante una prueba de resistencia Osmotica) menciona que el pH equino esta relacionado con
la concentracion espermatica debido a que a mayor niimero de espermatozoides hay por ml sera
mas acido debido a la actividad que tendran por lo que posiblemente nuestros resultados difieran

a los anteriores por este estudio.

Inglés pura sangre
6,83

6,85

6,8

6,75 Anglo arabe
6,66

pH

6,7 B pH
6,65

6,6

6,55
1 2

Promedio del pH de semen equino

lHustracion 2-4: pH
Elaborado por: (Leon, 2023)

4.1.3  Concentracion espermatica (spz/ml)

Al evaluar la concentracion espermatica (spz/ml) para la raza anglo arabe se obtuvo un promedio
de 753,33 millones spz/ml y para el Ingles pura sangre de 916,66 millones spz/ml donde no se
encontraron diferencias estadisticas significativas (p>0,05) en los resultados. Al respecto Jiménez
(2022, p. 19) en su tesis denominado “Correlacion entre el diametro escrotal y caracteristicas
seminales en el caballo peruano de paso en cuatro criaderos de la Costa” obtuvo un promedio para
la raza anglo arabe de 367 millones spz/ml y 364 millones spz/ml para el Ingles pura sangre
resultados que difieren con a los obtenidos en la presenten investigacion, esto posiblemente se
deba al método de evaluacidn que utilizaron para su analisis fue a través de un analizador digital

de células o0 a su vez el tiempo transcurrido para la conteo disminuyo la calidad espermatica.

Albarracin (et al.,2022, p. 7) en su investigacion denominado “Evaluacion comparativa de la
calidad seminal de la raza cuarto de milla frente al caballo Mestizo en la finca el secreto de la
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verada Maporita del Municipio de Arauca” obtuvo un promedio de 694 millones spz/ml resultados
gue se encuentran por debajo a los obtenidos en la presente investigacion, posiblemente se deba

al tamafio testicular, la forma de colecta o a su vez por la edad de los sementales.

Pérez, et al., (2017, p. 5) en su investigacion “Congelacion de semen equino bajo dos Esquemas
de adicion de dimetilformamida” obtuvo un promedio de 243,2 millones spz/ml resultados
inferiores a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente por la raza de los equinos,

tamario testicular o la edad de los equinos.
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Promedio (concentracion espermatica)

lHustracion 3-4: Concentracion espermatica (spz/ml)
Elaborado por: (Ledn, 2023).

4.1.4  Motilidad masal (escala 1-5)

Al analizar la variable motilidad masal en la presente investigacion para la raza anglo arabe se
obtuvo un promedio de 4 y para la raza Ingles pura sangre de 4 teniendo resultados iguales. Al
respecto (Luzko, et al., 2018, p. 5) en su tesis denominada “Crio preservacion seminal en equinos:
Efecto de la Thehalosa sobre la célula espermatica” obtuvo un promedio en la motilidad masal de

4 resultados que se asemejan a los obtenidos en la presente investigacion.

Mir6 (2015, p. 81) en su tesis llamada “Analisis demografico y caracterizacion seminal del caballo
de las retuertas de Dofiana” obtuvo un promedio de motilidad masal de 4 resultados que se

asemejan a los obtenido en la presente investigacion.

Finalmente, Pérez, et al., (2017, p. 5) en su investigacion denominado “Congelacion de semen

equino bajo dos esquemas de adicion de Dimetilformamida” obtuvo un promedio de 3 resultados
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que difieren a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente por que el método de
extraccion no se realizd con vagina artificial, condiciones climaticas, forma de colecta, raza de

los equinos o a su vez por el tiempo de andlisis.
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Promedio de motilidad masal

llustracion 4-4: Motilidad masal (escala 1-5)
Elaborado por: (Leon, 2023)

4,15  Moatilidad individual (%)

Al evaluar la variable motilidad individual en semen fresco para la raza Anglo arabe se obtuvo
un promedio de 78,3% y para el Ingles pura sangre de 76,6% donde no se encontraron diferencias
estadisticas significativas en los resultados. Al contrario Albarracin (2021, p.7) en su estudio
llamado “Evaluacion comparativa de la calidad seminal de la raza cuarto de milla frente al caballo
mestizo en la finca el secreto de la verada maporita del municipio de Arauca” obtuvo un promedio
en sus resultados de 37,5% resultados que difieren a los obtenidos en la presente investigacion
posiblemente por las condiciones medio ambientales del lugar, método de colecta del semen, edad

de los sementales 0 a su vez por los intervalos de extraccion.

Luzko (2018, p. 5) en su investigacion denominado “Crio preservacion seminal en equinos: Efecto
de la Trehalosa sobre la célula espermatica” obtuvo un promedio de 69% resultados que difieren
a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente por la edad de los equinos, condiciones

medio ambientales o a su vez no se utilizé vagina artificial para su extraccion.
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Jiménez (2022, p. 49) en su experimento “Correlacion entre el diametro escrotal y caracteristicas
seminales en el caballo peruano de paso en cuatro criaderos de la Costa” obtuvo un promedio de

77,9 % resultados que se asemejan a los obtenido en la presente investigacion.

Anglo drabe
78,5 7833
78
©
3 775
% Inglés pura sangre
£ 76,66
- 77
2 HITIN
s 76,5
76
75,5 T

Promedio de motilidad individual

lHustracion 5-4: Motilidad individual (%)
Elaborado por: (Ledn, 2023)

4.2 Semen post-congelacién (semen descongelado)

Tabla 2-4. Tabla de resumen de los resultados obtenidos en las variables

Variables T1 T2 T3 Probabilidad | E.E Sig.
Motilidad individual 21,17 | 36,17 | 61,75 | 0,00 2,09 **x
Morfoanomalias 4563 | 41,25 | 42,12 | 0,12 3,85 ns
Integridad de la membrana | 25,43 | 41,50 | 50,07 | 0,00 3,78 falad
espermatica

Realizado por: (Ledn,2023)

421 Motilidad individual (%)

Al analizar la variable motilidad individual (%) se encontraron diferencias estadisticas altamente
significativas (p<0,01) en donde el mejor tratamiento fue el T3 con un valor de 61,75% seguido
del T2 conun 36,17% y los valores mas bajos los obtuvo el T1 con un valor de 21,17%. Al respeto

Jiménez (2022, p. 48) en su estudio denominado “Correlacion entre el diametro escrotal y
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caracteristicas seminales en el caballo peruano de paso en cuatro criaderos de la costa” obtuvo un
promedio en la motilidad individual para equinos criollos de un 52% resultados que difieren a los
obtenidos por el T3 en la presente investigacion posiblemente por la raza de los equinos, método
de congelacion o el tipo de diluyente utilizado en la centrifugacion.

Avila (2009, p. 27) en su articulo “Efecto de la congelacién y descongelacion de semen equino,
en dos diluyentes comerciales” obtuvo un promedio de 45% de motilidad individual resultados

que se asemejan a los obtenidos en la presente investigacion.

Pérez, et al., (2017, p. 5) en su estudio denominado “Congelacion de semen equino bajo dos
esquemas de adicion de Dimetilformamida” determino un promedio de 41,0% enel T1 y en el T2

un 25% resultados que se asemejan a los obtenidos en el T1y T2 de la presente investigacion.

70,00 T3
61,75

60,00
50,00

T2
40,00 36,17

30,00

Motilidad individual

20,00

10,00

=

Promedio de la motilidad individual (%)

0,00

lHustracion 6-4: Motilidad individual (%)
Elaborado por: (Leén,2023)

4.2.2  Morfoanomalias (%)

Al evaluar la variable Morfoanomalias (%) se determind que no existen diferencias estadisticas
significativas sin embargo el T1 reporto el mayor valor con un 45.63% seguido del T3 con un
42,12% y finalmente el T2 con un 41,25%. Al respeto Jiménez (2022, p. 34) en su estudio
denominado “Correlacion entre el didmetro escrotal y caracteristicas seminales en el caballo
peruano de paso en cuatro criaderos de la costa” obtuvo un promedio para la raza anglo arabe de

46% vy para el Ingles pura sangre un 52% resultados que se asemejan a los obtenido en los
tratamientos de la presente investigacion.
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Por otra parte, Usuga (2016, p. 6) en su documento denominado “Criotolerancia de semen equino,
estabilidad oxidativa y componentes del plasma seminal” obtuvo un promedio de 33.16% de
morfoanomalias resultados que difieren a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente
por la edad de los equinos, métodos de congelacion, evaluacién o a su por la raza de los

sementales.

Meéndez (2015, p. 25) en su estudio denominado “Efecto de un gradiente de centrifugacion sobre
la calidad de semen equino” menciona que en promedio un semental debe tener un 50% de
espermatozoides morfol6gicamente normales ademas dice que esto dependera mucho de la edad
de los equinos y la época del afio resultado que se asemeja a los obtenidos en la presente

investigacion.

T1
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50,00 45,63 T3

4525 42,12

45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00

Morfoanomalias

15,00
10,00
5,00
0,00

Promedio de morfoanomalias

llustracion 7-4: Morfoanomalias (%)
Elaborado por: (Ledn, 2023)

4.2.3 Integridad de la membrana espermatica (%)

Al analizar la variable Integridad de la membrana espermaética (%) se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas en donde el mejor resultado obtuvo el T3 con un 50,07%
seguido del T2 con 41,50% y finalmente el T1 con un 25,43%. Al respeto Mir6 (2015, p. 104) en
su estudio denominado “Analisis demografico y caracterizacion seminal del caballo de las
Retuertas de Dofiana” obtuvo los siguientes resultados en tres tratamientos reportando en el TO
un 57,31% seguido del T1 control con 47,52% y el ultimo T1 (SO4Fe) con un 33,27% resultados
que difieren a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente porque no se utilizaron los

mismos protocolos de centrifugacion, curvas de congelacion o por la utilizacién de otro diluyente.
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Pérez (2017, p. 924) en su investigacion denominado “Congelacion de semen equino bajo dos
esquemas de adicion de Dimetilformamida” obtuvo los siguientes resultados reportando para el
T1 un 39,4% y para el T2 un 47,0% resultados que difieren a los obtenidos en la presente
investigacion posiblemente por el tipo de diluyente utilizado o por diferentes protocolos de

centrifugacion.

Finalmente, Barriga (et al., 2019, p. 7) en su estudio denominado “Evaluacion de Lipoproteinas
de baja densidad y yema de huevo como crio protectores no penetrantes en semen de caballo
peruano de paso” obtuvo los siguientes resultados en el T1 un 42,1% y el T2 un valor de 59,3%
resultados que difieren a los obtenidos en la presente investigacion posiblemente por el tipo de
diluyente utilizado, método de crioconservacion o a su vez diferentes protocolos de

centrifugacion.

60,00 T3
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10,00
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s s

0,00
Promedio de integridad de menbrna espermatica (%)

lustracion 8-4: Integridad de la membrana espermatica (%)
Elaborado por: (Ledn, 2023)

424 Costo de la biotecnologia

Al determinar el costo de la biotecnologia aplicada se determiné que el valor total fue de $438,90
dolares americanos los cuales contemplan todos los materiales e insumos utilizados en el

desarrollo de la presente investigacion.

En la tabla 3-4 se detallan los materiales utilizados en la investigacion como la cantidad, unidad,

costo unitario y costo total de la biotecnologia.
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Tabla 3-4. Materiales e insumos utilizados

MATERIALES E INSUMOS UTILIZADOS

DETALLE CANTIDAD [UNIDAD COSTO UNITARIO [COSTO TOTAL
Puntas de micropipetas 300 Unidad 0,02 6

Agua bidestilada 8 Frasco de 500ml 3,80 28.80
Diluyente de semen equino (1 Unidad 150 150

Placas cubre y porta objetos |4 Caja de 50 unidades |3

Pajillas de 0.25cc 400 Unidad 0,01 4

Jeringa y aguja 50 Unidad 0,40 20

Tubos eppendorf 400 Unidad 0,05 20

Vasos de precipitacion 8 Unidad 3,75 30

Papel filtro 1 Caja x 50 12 12

Polvo polivinilico 1 Libra 12,50 12.50
Nitrégeno liquido 20 kg 3,80 76

Papel aluminio 2 Caja 3,50 7

Guantes de latex Caja x 100 11 11

Papel tornasol Caja 4 4

Cooler Unidad 12 12

Huevo 12 Unidad 2,8 33.60
TOTAL 438.90 $

Realizado por: (Ledn, 2023).
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CONCLUSIONES

Al realizar la evaluacion de tres protocolos de crioconservacion de semen equino Anglo
Arabe y Pura sangre inglés (PSI) en la estacion experimental Tunshi de la ESPOCH, se
determind que el protocolo mas eficiente fue el T3 (25min-1000 RPM) debido a que se
obtuvieron mejores resultados en las variables motilidad individual con valores de 61,75% e
Integridad de la membrana espermatica con un 50,07% a comparacién al protocolo T2
(20min-1500 RPM) donde se obtuvo valores de 36,17% en a motilidad individual y 41,50%
en laintegridad de la membrana espermética y los valores mas bajos los reporto el T1 (15min-
2000 RPM) con un 21, 17% en la motilidad individual y 25,43% en la integridad de la

membrana espermatica.

Al utilizar 3 diferentes tiempos y fuerzas G en la centrifugacion para la crioconservacion de
semen equino se determind que en base a la variable integridad de la membrana, el protocolo
correspondiente al T3 (25min- 1000 RPM) reporto menor dafio con un valor 50,07% seguido
de protocolo T2 (20min-1500 RPM) con un valor de 41,50% y finalmente el valor mas bajo
lo reporto el protocolo T1 (15min-2000 RPM) con un valor de 25,43 %.

Se determindé que el costo total de la biotecnologia aplicada fue de 438.90$ dolares

americanos, en el cual se contemplan todos los materiales € insumos utilizados.
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RECOMENDACIONES

e Utilizar el protocolo de centrifugacion correspondiente a 1000 revoluciones por minuto

durante 25 minutos previo a la crioconservacion de semen equino.

e Realizar una desparasitacion y vitaminizacion a los machos al menos 15 dias antes de realizar

la extraccion de semen y tenerlos fuera de cualquier actividad fisica excesiva.

o Evitar el contacto directo del semen recolectado con los rayos del sol debido a que los

espermatozoides son fotosensibles y afectan directamente a la calidad espermatica.

e Paratener éxito en la congelacion de semen es importante controlar y realizar correctamente
las curvas de congelacion con los tiempos adecuados que son esenciales para el procedimiento

de crio preservacion.
e Para posteriores investigaciones se recomienda la utilizacion de diluyentes comerciales

garantizados que le den una mayor resistencia a los espermatozoides al momento de la

crioconservacion y en especial a la descongelacion.
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GLOSARIO

Alzada: Término usado para definir la altura del caballo, considerando como base la linea

del suelo en la parte posterior del casco de la mano del caballo hasta la parte més alta de la cruz

(Ministerio de Agricultura, pesca y Alimentacién de Espafia, 2022).

Bilobulado: Que tiene dos lébulos (Mesa & Henao, 2011).

Cruz: Prominencia de los cuadripedos ubicada en la porcion anterior del espinazo o

parte mas alta del lomo del caballo (Mesa & Henao, 2011).

Flehmen: Rizado del labio superior y elevacion de la cabeza en ciertos mamiferos como

respuesta a estimulos olfativos (Ministerio de Agricultura, pesca y Alimentacion de Espafia, 2022).

Invaginacion: Replegamiento interno de una membrana o una capa celular (Tissera et al., 2009).

Ungulado: Que tiene las patas terminadas en pezufia (Tissera et al., 2009).

Libido: Deseo sexual (Tissera et al., 2009).
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ANEXOS

ANEXO A: VISITA DE LOS EQUINOS EN LA ESTACION EXPERIMENTAL TUNSHI DE
LA ESPOCH.




ANEXO B: DESPARASITANTE Y MULTIVITAMINICO UTILIZADO EN LA
PREPARACION DE LOS EQUINOS
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ANEXO C: EQUINO ANGLO ARABE DE ESTACION EXPERIMENTAL TUNSHI DE LA
ESPOCH

A




ANEXO D: EQUINO PURA SANGRE INGLES DE LA ESTACION EXPERIMENTAL
TUNSHI DE LA ESPOCH




ANEXO E: VAGINA ARTIFICIAL EQUINA UTILIZADA PARA LA EXTRACCION DE
SEMEN.




ANEXO F: PREPARACION DEL DILUYENTE (CRIORAMP) Y EQUIPOS PARA EL
ANALISIS DE SEMEN FRESCO




ANEXO G: ESTIMULACION DE LA LIBIDO DEL MACHO




ANEXO H: DESVIACION E INTRODUCCION DEL PENE EQUINO EN LA VAGINA
ARTIFICIAL




ANEXO I: TUBO COLECTOR DE SEMEN SELLADO CON PAPEL ALUMINIO




ANEXO J: ANALISIS DE SEMEN FRESCO




ANEXO K: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION ESPERMATICA




ANEXO L: CAMARA NEUBAUER UTILIZADA EN EL CONTEO ESPERMATICO




ANEXO M: PREPARACION DEL DILUYENTE PARA LA CENTRIFUGACION




ANEXO N: CENTRIFUGACION DE LA MUESTRA DE SEMEN FRESCO




ANEXO N: SEMEN CENTRIFUGADO Y LISTO PARA EMPAJILLAR




ANEXO O: EMPAJILLADO Y SELLADO DE LAS PAJUELAS




ANEXO P: APLICACION DE CURVAS DE CONGELACION PARA LA POSTERIOR
CRIOCONSERVACION




ANEXO Q: CONSERVACION DE LAS PAJUELAS EN TANQUE DE NITROGENO
LiQuUIDO




Direccion de Bibliotecas y

£
I~ ESPUCh‘ Recursos del Aprendizaje
—

——

UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y
DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 05/01/2024

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: LUIS ADRIAN LEON PABANA

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: CIENCIAS PECUARIAS

Carrera: ZOOTECNIA

Titulo a optar: INGENIERO ZOOTECNISTA

f. Analista de Biblioteca responsable: Ing. CPA. Jhonatan Rodrigo Parrefio Uquillas. MBA.

2229-DBRA-UPT-2023



