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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el semen fresco y diluido de sementales equinos
pertenecientes a la Estacién Experimental Tunshi, de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. Se aplic6 un disefio completamente al azar con arreglo combinatorio de dos factores,
factor A (semen) y el factor B (raza), se evaluo la normalidad y homogeneidad tabulados dentro
de la investigacion donde se emplearon 3 sementales de 4 afios de edad a quienes se les realizaron
3 extracciones de semen en un lapso de 15 dias. Se empaquetaron diez pajuelas en cada ocasion y
posteriormente se realiz6 el analisis macro y microscépico de semen; en la segunda extraccion de
semen se sometié a una dilucién con INRA 96 a temperatura ambiente, en la tercera extraccion
de semen, se lo diluy6 con INRA 96 y refrigerado a 5 grados centigrados por 48 horas. Los
resultados demostraron la existencia de una alta mortalidad espermatica en el semen diluido
(70,6%) seguido del semen fresco (65.77%) y el semen congelado (15,45 %). La viabilidad
espermatica presenta diferencias significativas entre los tratamientos evidenciando que el semen
congelado se ve afectado por el shock térmico; el costo de la tecnologia aplicada en este estudio
fue de $789.75. Se concluyo que el medio de conservacion del semen equino influyd tanto en la
mortalidad de los espermatozoides como en su viabilidad, ademas el volumen del eyaculado de
los sementales se vio afectado por las condiciones climaticas y el cruce genético. Se recomienda
que se pueda replicar el estudio considerando la viabilidad espermatica por animal para visualizar

cual de los cruces genéticos es méas viable para la reproduccion equina.

Palabras clave: <SEMEN FRESCO>, <SEMEN DILUIDO>, <INRA 96>,
<MORFOANOMALIAS>, <VIABILIDAD ESPERMATICA>, <MORTALIDAD
INDIVIDUAL PROGRESIVA>.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the fresh and diluted semen of equine stallions
belonging to the Tunshi Experimental Station, of the Higher Polytechnic School of Chimborazo.
A completely randomized design was applied with a combinatorial arrangement of two factors,
A factor (semen) and B factor (breed), the tabulated normality and homogeneity were evaluated
within the investigation where 3 stallions, each one with 4 years old were used to whom 3 semen
extractions were performed in a period of 15 days. Ten straws were packed on each occasion and
later the macroscopic and microscopic analysis of semen was performed. In the second semen
extraction, it was subjected to a dilution with INRA 96 at room temperature, in the third semen
extraction, it was diluted with INRA 96 and refrigerated at 5 degrees Celsius for 48 hours. The
results demonstrated the existence of a high sperm mortality in diluted semen (70.6%) followed
by fresh semen (65.77%) and frozen semen (15.45%). Sperm viability presents significant
differences between treatments, evidencing that frozen semen is affected by thermal shock; the
cost of the technology applied in this study was $789.75. It was concluded that the equine semen
conservation medium influenced both sperm mortality and viability, in addition the volume of the
ejaculate of the stallions was affected by climatic conditions and genetic crossbreeding. It is
recommended that the study can be replicated considering the sperm viability per animal to

visualize which of the genetic crosses is more viable for equine reproduction.

Keys: <FRESH SEMEN>, <DILUTED SEMEN>, <INRA 96>, <MORPHOANOMALIES>,
<SPERMATIC VIABILITY>, <PROGRESSIVE INDIVIDUAL MORTALITY>
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INTRODUCCION

En la actualidad las explotaciones equinas del pais se han ido desarrollando y a la vez
evolucionando de manera progresiva a través del tiempo por medio de técnicas y metodologia
aplicada de la biotecnologia, misma que es aplicada en las producciones de equinos. La evolucion
ha sido muy visible de acuerdo a su adaptacién en cada uno se los sistemas de produccion que
gracias a la inclusion de la biotecnologia ha sido una de las elecciones méas eficaces tanto
productivas como econdmicas ya que puede ser utilizada en todo modelo de explotacién
obteniendo exitosos y satisfactorios resultados (Losino & Aguilar, 2002)

Uno de los métodos utilizados para evaluar a los sementales dentro de una produccién es la
evaluacion seminal, siendo esta una prueba fundamental para poder seleccionar sementales que
se encuentren n el momento idoneo en la etapa de reproduccion. Uno de los referentes para poder
medir el poder espermaético es el espermatograma, mismo que me permite conocer la calidad,
condiciones, y caracteristicas macroscdpicas y microscopicas, el cual puede ser interpretado
eficazmente por medio de un andlisis de laboratorio y experiencia en el campo y manejo de
sementales, existiendo la necesidad de dar a conocimiento al personal adecuado o a su vez al
propietario mediante una informacion clara y precisa del estado reproductivo de su ejemplar o
ejemplares, y de la misma manera el asesoramiento de como debe manejar a sus sementales dentro

de su produccién (Boeta et al., 2017: p. 23).

Desde otro punto de vista (Murillo, 2012, p.3) hace mencién a los avances tecnol6gicos en la
presentacién de informes y analisis de semen donde manifiesta que han mejorado, dando lugar a
una serie de nuevos de nuevos sistemas, mediante los cuales se pretende ser mas precisos,
eficientes y especificos en un entorno de analisis de liquido seminal; en paralelismo con sistemas
automatizados de computadora y métodos microscépicos manuales, estas entre las técnicas que

nos sirven para evaluar la fertilidad en machos.

Mientras qué (Restrepo, 2013, p.117) menciona que la determinacion del poder espermético del semen
en equinos es muy importante ya que mediante esto se puede optimizar los resultados de las
tecnologias de reproduccion, ya sea esta mediante reproduccion asistida aplicadas a programas de

cria de la especie equina tales como la inseminacion artificial y la fertilizacién in vitro.

Ademas (Gutiérrez, 2014, p.51) menciona que varios métodos han sido empleados en los tltimos afios
los cuales han tenido la intencion de lograr obtener valores puntuales en la evaluacion del liquido

seminal en equinos, los cuales han impulsado para la evolucidn de nuevas técnicas y protocolos

1



ya existente por lo cual la valoracion del esperma del equino nos permite estimar la capacidad de
los animales, mediante la elevada frecuencia de células morfoldgicamente anormales lo que es un

incidente en la capacidad de fertilidad de los animales.

La explotacion de especies domesticas la seleccién de reproductores es indispensables para
garantizar camadas de caracteristicas apreciables y buena conformacion, esta técnica y la
aplicacion de biotecnologia es indispensable para identificar factores que influyen con la calidad
y cantidad seminal por ello el manejo en la nutricion, condicion corporal, edad, y raza para el
andlisis de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas se debe obtener la muestra seminal
de una manera cuidadosa el mismo que nos permite conocer las condiciones del semental equino
el mismo que nos permite tener buenos sementales que garantizan una progenie adecuada

dependiendo cada raza.

La Estacion Experimental Tunshi como una de los establecimientos en el cual estudiantes de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en donde se puede llevar a cabo précticas de
desarrollo académico como de nivel pre-profesional, requiere informacién confiable en el manejo
reproductivo dentro de la produccion equina en especial en cuanto a un tema muy fundamental

como es la de reproduccion aplicada a la biotecnologia.

La inexistencia de datos en cuanto a la evaluacién de semen de equino tanto en semen fresco como
conservado incentiva a la realizacion de este estudio que favorecera a profesionales, estudiantes
y productores de equinos para fomentar una adecuada reproduccion asistida tomando en
consideracion la conservacion del semen de los ejemplares para el desarrollo de la biotecnologia
aplicada, y de tal manera evaluar el costo de inversion.

Por lo mencionado anteriormente se plantean los siguientes objetivos:

Obijetivo General

Evaluar semen fresco y diluido de sementales equinos en la Estacién Experimental Tunshi

Objetivos Especificos

e Evaluar las caracteristicas macro y microscopicas del semen fresco de sementales equinos en

la Estacion Experimenta Tunshi.

e ldentificar las caracteristicas microscopicas de semen de sementales equinos en la Estacion

Experimenta Tunshi.



e Valorar la cantidad espermatica del semen diluido y conservado a 5°C a 48 horas posteriores

a la extraccion

e Determinar el costo de la tecnologia aplicada



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERNCIAL

1.1 Aparato reproductor de equino

De acuerdo con Trejos (2009, p. 12), indica que conocer la anatomia de los 6rganos genitales
masculinos de los equinos permite apreciar la capacidad reproductiva del semental y brinda la
oportunidad de efectuar los procedimientos de inseminacion artificial correctamente pues todos
los elementos que intervienen de este proceso, asi como la recoleccion de semen es indispensable
para determinar la existencia de estados reproductivos irregulares en el semental equino. Para el
estudio del aparato reproductor en equinos se ha dividido los 6rganos genitales del macho como

se indica en la siguiente figura:
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Bulbourethral gland
Vesiculer gland Ischium
Pelvic urethra
p
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Ureter ==
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Preputial fold

Figura 1-1: Anatomia del aparato reproductor equino.
Fuente: (Knottenbelt et al., 2003; citado en Nevarez, 2011: p. 5).



1.1.1 Escroto

El érgano que permite el sano funcionamiento de los testiculos es el escroto cuya forma es
globular y asimétrica. Es un drgano termorregulador y se conforma por dos bolsas cubiertas de
piel que en su interior alberga a los testiculos y a las partes que se encuentran junto al cordén
esperméatico donde puede estar presente una pequefia cantidad de fluido que permite el
movimiento normal de los testiculos como indica Trejos (2009, p.16). El escroto esta formado por

varias capas, que de fuera hacia adentro se describen a continuacion:

1.1.1.1 Lapiel

La piel escrotal constituye la capa dérmica méas externa caracterizada por ser delgada, elastica y
lisa, generalmente de color oscuro o negro. También se puede apreciar la presencia de pelos finos
y diseminados, ademas estan presentes las glandulas sebaceas y muchas glandulas sudoriparas,
estas Ultimas favorecen a la termorregulacion del escroto pues contribuyen a la pérdida de calor,
entre ambos testiculos se ubica un rafe escrotal que se dispone longitudinalmente, contina con

el prepucio adelante y con el perineo por detras (Trejos, 2009, p.8).

1.1.1.2 Dartos

Segun (Trejos, 2009, p. 8) menciona que el dartos se conforma de dos tipos de tejido, primero esta el
tejido fibro elastico y por Gltimo se distinguen las fibras musculares lisas. A lo largo del rafe se
forma un tabique que parte en dos bolsas al escroto que posibilita la separacion de ambos
testiculos. Las fibras del musculo liso del dartos, los testiculos son acercados al cuerpo del animal
si la temperatura disminuye o por el contrario, los testiculos se relajan y alejan del cuerpo cuando
la temperatura aumenta, ambos mecanismos se dan gracias a las fibras musculares se contraen o

relajan, por lo tanto el dartos contribuye a la termorregulacién de los testiculos.

1.1.1.3 Fascia escrotal y la tinica vaginal

La fascia escrotal se constituye de tejido conectivo laxo y proviene de los muasculos oblicuos
abdominales (Trejos, 2009, p. 8). La capa parietal de la tunica vaginal, es parte del cordén
espermatico, dicha capa contiene vasos y nervios. La tlnica vaginal propia es una membrana
serosa que recubre tanto a la superficie del testiculo como al cordén espermatico y
externamente se ubica la tlnica vaginal comdn que es una capa visceral que recubre a los

testiculos y se forma por extension del perineo (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 8).



1.1.2 Testiculo
1.1.2.1 Ubicacién, funciony caracteristicas
(Trejos, 2009, p. 5) menciona que los testiculos se localizan en la region inguinal y se encuentran

recubiertos por el escroto. Esta parte de los genitales son los érganos sexuales primarios del

macho y cumple con las funciones descritas en la siguiente figura:

Lugar de formacidn de los
gametos masculinos

Las hormonas producidas
= estimulan el desarrollo de los
caracteres sexuales masculinos

Sitio de produccion y sintesis de
hormonas

Funciones de los testiculos

Figura 2-1: Funciones de los testiculos.
Fuente: (Trejos, 2009, p. 5).

Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

El tamafio de los testiculos varia dependiendo de la edad del equino, época del afio y raza,
ademas es importante saber que los testiculos aumentan tanto en tamafio como la actividad de
los mismos durante la época reproductiva sin embargo, los sementales son fértiles durante todo
el afio pues no se interrumpe totalmente la produccion de espermatozoides cuando la actividad

testicular se ve reducida (Trejos, 2009, p. 5).

Hay que considerar que el tamafio de los testiculos se ve influenciado por la época reproductiva
exhibiendo su méximo tamafio en los meses de fotoperiodo, en contraposicion si el semental no
esta atravesando la fase reproductiva la actividad testicular merma por lo cual existe una
concentracion reducida de testosterona con la consecuente reduccion en la produccion
espermatica (Galina, 2008; citado en Montalvo, 2019: p.14). Adicionalmente, es importante tomar en
cuenta que el nimero de espermatozoides producidos por un semental saludable tiene

correlacion con el tamafio testicular como indica Boeta (et al., 2017: p. 31).
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1.1.2.2 Parénquima

(Boeta et al., 2017: p. 31) mencionan que en un gramo de parénquima testicular se produce
aproximadamente 19 x 106 de espermatozoides por dia cuando el semental atraviesa la época
reproductiva, este 6rgano esta constituido por tubulos seminiferos y por tejido intersticial, el tejido

parenquimatoso del testiculo esta dentro de la tinica albuginea que tiene forma de cépsula.

La tanica albuginea junto con el tejido conectivo originan multiples trabéculas que pasan al
interior de la génada y subdividen al parénquima en lébulos; el tejido intersticial se ubica en la
parte externa de la ldmina basal de los tubulos seminiferos y se le llama tejido intersticial, el cual
a su vez se constituye de: tejido conectivo, vasos sanguineos y linfaticos, nervios y células de
Leydig o intersticiales, que constituyen el principal componente esteroidogénico del testiculo por

lo cual son de suma importancia como indica Galina (2008; citado en Trejos, 2009: p. 5).

El color del parénguima testicular depende de la edad del equino distinguiéndose coloraciones

mas claras en animales jévenes en comparacion al color del parénquima de animales mas viejos
(Morel, 1999; citado en Trejos, 2009: p. 5).

1.1.2.3 Tuabulos seminiferos

Los tdbulos seminiferos son la parte funcional de los testiculos, cada uno de los tubulos
seminiferos se constituye por el tejido germinal que da origen a los espermatozoides y se compone
de células germinales y tejido sustentacular, formado por las células de Sertoli que se encargan
de proveer sostén a los espermatozoides, dichas células recubren toda la base del tubo seminifero
y se encuentran unidas mediante desmosomas formando una barrera impermeable a la mayoria de
las moléculas grandes, esta barrera es conocida como barrera hemato- testicular y gracias a ella
las células del tubo seminifero estan aisladas del sistema inmune. Esta separacion es indispensable
porgue las células germinales presentes en el equino adulto desde la pubertad e inexistentes

durante la vida fetal (Trejos, 2009: p. 19).

Es en este periodo primario de la vida del equino adulto, cuando el sistema inmune reconoce como
propios a los antigenos que dentro del tubo seminifero debe estar aislado de la sangre para asi

evadir un rechazo inmunol6gico (Trejos, 2009: p. 19).

Boyle (1992; citado en Trejos, 2009: p. 5) indica que el tibulo seminifero esta rodeado por una lamina

propia formada por fibroblastos y células mioides. Las células de Leydig producen oxitocina que
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al parecer promueve las contracciones ritmicas de las células mioides que son las responsables de

propiciar el avance de los espermatozoides dentro del tibulo a medida que estos son producidos.

(Morel, 1999; citado en Trejos, 2009: p. 5) puntualiza que los tubulos seminiferos forman parte del
parénquima testicular donde cada tubulo se forma por un area convulsionada que es el lugar de
origen de los espermatozoides, al finalizar esta area se convierte en un tubo recto que desemboca
en la rete testis que a su vez se une a los conductos eferentes y desembocan en el conducto del

epididimo.

1.1.3 Epididimo

(Zarco, 2000; citado en Trejos, 2009: p. 9) menciona que este drgano se ubica en el borde posterior del
testiculo al cual se une superficialmente de manera longitudinal y es la continuacion de los
conductos eferentes; cada epididimo esta constituido por un solo conducto de gran longitud, dicho
conducto estd enrollado de tal forma que ocupa pocos centimetros. Este 6rgano se divide

anatomicamente en tres partes: la cabeza, el cuerpo y la cola como se indica en la siguiente figura:

— La cabeza . . J ] ,
Se localiza anteriormente al testiculo y estd adherida

a éste mediantede los conductos eferentes, tejido
conectivo y la membrana serosa.

Descansa dorso-lateralmente al testiculo, al que se
El cuerpo une por tejido seroso que forma lateralmente un
saco llamado seno del epididimo.

Partes del epididimo

Se localiza posteriormente, y estd unida al testiculo
_I_ por su ligamento propio. La cola del epididimo se
— La cola continda con el conducto deferente

Figura 3-1: Partes del epididimo

Fuente: (Zarco, 2000; citado en Trejos, 2009: p. 9).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

1.1.3.1 Funciones del epididimo

Morel (1999; citado en Trejos, 2009: p. 10) indica que las funciones del epididimo estan reguladas

hormonalmente, en especial las hormonas esteroides que secreta cada testiculo puede influir en la
8



regulacion de la funcidon de este 6rgano que se encarga especialmente de transportar a los
espermatozoides desde el testiculo, propicia el almacenamiento, maduracion y su posterior
concentraciéon. Los movimientos peristalticos ayudan a que los espermatozoides atraviesen el
epididimo, pues estas células son incapaces de tener movimientos propios de transporte, ademas
existe la influencia de la presién producida por la produccién de nuevos espermatozoides ademas
de valerse de la presion que brinda el masaje de los testiculos y epididimo durante las actividades

y ejercicio diario del semental.

(Boyle, 1992; citado en Trejos, 2009: p. 9) menciona que en los segmentos iniciales del epididimo se
reabsorbe la mayor parte del fluido testicular, asi como proteinas y algunas otras sustancias. Las

caracteristicas de las funciones de este 6rgano se definen a continuacion:

a)  Elnimero de eyaculaciones no influye sobre la velocidad de transporte de espermatozoides
que pasan por la cabeza y cuerpo del epididimo, por ello si el semental es utilizado con frecuencia
no significa que existiran espermatozoides inmaduros en el eyaculado, pero cada vez merma la
concentracion de espermatozoides en cada eyaculado provocando la infertilidad si el semental

equino eyacula multiples veces al dia (zarco, 2000; citado en Trejos, 2009: p. 9).

b)  La cola del epididimo tiene la funcion de almacenar un gran nimero de espermatozoides
maduros los cuales son suficientes para varias eyaculaciones debido a que son viables, hay que
considerar que la actividad sexual influye en la velocidad de paso de los espermatozoides a través

de la cola del epididimo (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 10).

Una vez que los espermatozoides llegan a la madurez se exponen a los distintos fluidos cuya
composicion se da segun el segmento del epididimo que esté atravesando el espermatozoide cuyo
material espermatico es capaz de fertilizar, por ello se evidencia que los espermatozoides de la
cabeza del epididimo son infértiles y al llegar a la cola del epididimo son aptos para fertilizar, si
el semental se encuentra en fase de reposo sexual, los espermatozoides pueden permanecer en esta
zona hasta diez dias, mientras que en un equino activo los espermatozoides permanecen en la
cola del epididimo por un periodo maximo de ocho dias, si estos no han sido expulsados se

degradan para finalmente ser eliminados mediante la orina como menciona Galina. (2008; citado en
Trejos, 2009: p. 10).

1.1.4 Cordon espermatico

El corddn espermaético es el medio de conexion entre los testiculos, las arterias testiculares que

estan envueltos sobre el mencionado corddn, el plexo venoso y los troncos y se conforma de varios
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tipos de tejidos desde la cavidad abdominal hasta el escroto a través del canal inguinal. Este
organo empieza en el anillo inguinal abdominal, pasa por encima del pene y termina en el borde
de insercion del testiculo; la arteria espermatica se enrolla alrededor de la vena espermatica y
forma el plexo papiliforme que junto con el masculo cremaster forma el sistema para la regulacion

de la temperatura testicular (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 9).

Este 6rgano esta conformado por las siguientes partes (Figura 4-1):

Musculo

cremaster

Capa
visceral de

la tunica
vaginal

Arteriay
vena
espermatica

Partes del
corddn
espermatico

Mdusculo
cremaster
interno

Nervios
simpaticos

Conducto

deferente

Figura 4-1: Partes del cordén espermatico

Fuente: (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 9).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

1.1.5 Conducto deferente y la uretra

El conducto deferente posee una forma tubular y se desarrolla desde la cola del epididimo hasta
la porcion pelviana, posee un extremo agrandado denominado &mpula que sirve de lugar de acopio
del esperma, finalmente el conducto deferente se une al inicio de la uretra proximo a la entrada
de la vejiga, la funcion de este conducto es la de transportar a los espermatozoides durante la
eyaculacion, posee una gruesa capa muscular que interviene en la expulsion del semen por ello
el conducto deferente puede ser facilmente palpado a través de la piel escrotal durante las
revisiones efectuadas previas a la toma de muestras espermaticas debido a dicha capa muscular

lisa que lo recubre (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 11).
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La uretra es un conducto que empieza desde su unién con el ampula hasta la porcion final del
pene y constituye el medio para excretar tanto la orina como de semen; la uretra pasa sobre el arco

isquiatico y continta ventralmente para unirse al pene (Gonzélez, 2018).

1.1.6  Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias del semental equino estan localizadas a lo largo de la zona
pélvica uretral, estas glandulas contribuyen a proporcionar el volumen necesario al semen debido
a que sus secreciones proporcionan un medio rico en nutrientes y con efecto amortiguador lo que
proporciona las caracteristicas sanas del semen eyaculado cuyo efecto se dio al mezclar el
contenido seminal junto a las secreciones de las glandulas accesorias dentro de la uretra, este

proceso es indispensable en la fertilidad de los espermatozoides (Boyle,1992; citado en Trejos, 2009: p.
11).

La importancia de examinar estas glandulas radica en que el plasma seminal secretado por ellas
contribuye a la generacion saludable de células reproductivas en el macho (Faulkner y Pineda, 1982

citado en Sanchez, 1992). Las glandulas sexuales accesorias se describen a continuacion:

1.1.6.1 Ampula

El &mpula se ubica antes de la uretra y forma un ensanchamiento ahusado constituyendo una
estructura en forma de tubo con medidas aproximadas de 0.7 a 2.0 cm. de didmetro cuyo El
engrosamiento de la pared resulta de la presencia de numerosas glandulas que provocan su
dilatacion. La funcion del ampula es almacenar del semen por corto tiempo debido a que los

espermatozoides envejecen con rapidez (Boyle, 1992; citado en Trejos, 2009: p. 11).

1.1.6.2 Vesiculas seminales

Boyle (1992;citado en Trejos, 2009: p. 12) menciona que las vesiculas seminales son dos sacos elongados
y piriformes que estan a los lados de las &mpulas y posteriormente a la cara dorsal de la vejiga, se
ubican dentro del pliegue genital y se relacionan dorsalmente con el recto, cuentan con medidas
aproximadas de 15 a 20 cm. de longitud, su diametro mayor es de cinco centimetros, su funcion
es producir las secreciones que al momento de la eyaculacién son vaciadas hacia la uretra donde
se unen a los espermatozoides que vienen del epididimo, acarreados también por la secrecion
prostética y de las glandulas bulbo uretrales para dar como producto final un fluido gelatinoso

conocido como semen cuyos compuestos organicos constitutivos tales como la fructosa son fuente
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de energia para los espermatozoides

1.1.6.3 Prostata

La prostata es la glandula ubicada encima del cuello de la vejiga y se desarrolla por debajo del
recto, a lo largo y alrededor de la uretra, el cuerpo prostatico es facilmente palpable en el caballo
para realizar revisiones de genitales, este érgano se conforma de dos Iébulos laterales y un istmo
conector que contribuyen a que la prostata posea su caracteristica forma lobulada, la prostata se
aloja en una cépsula de tejido fibroso que cuenta con algunas fibras musculares no estriadas; la
secrecion prostatica posee caracteristicas de olor y color propios, este 6rgano secreta fluidos que
se encargan de limpiar y lubricar la uretra durante antes de ejercer el coito, previamente se emite

una gran porcion del fluido del eyaculado que se compone por iones inorganicos (Zarco, 2000; citado
en Trejos, 2009: p. 12).

1.1.6.4 Glandulas bulbouretrales

Las glandulas bulbouretrales tienen forma ovoide y aplanadas dorsoventralmente, se sitlian a los
lados de la uretra, proxima al punto donde la misma sale de la pelvis, por lo que las glandulas
bulbouretrales estan revestidas por el musculo uretral, su tamafio aproximado es de cuatro
centimetros de longitud y aproximadamente 2.5 cm. de ancho. Sus secreciones contribuyen poco
al volumen del liquido seminal y su funcién es lavar los residuos de orina en la uretra previa

liberacion del semen (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009: p. 12).
1.1.7 Pene
Segun (Gonzalez, 2018) el pene es el érgano de copula del macho equino que no posee flexura

sigmoidea. El cuerpo cavernoso tanto de la uretra como del pene y la uretra peneana forman

parte del cuerpo del pene como se indica en la figura 5-1.

Free end
of penis

Figura 5-1: Pene de caballo
Fuente: (Gonzalez, 2018).
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El pene erecto de un semental puede llegar a medir hasta 100 cm considerando que cada ereccion
se ve influenciada por la acumulacion de sangre donde el tejido eréctil se organiza dentro del
cuerpo del pene, las areas cavernosas se llenan de sangre durante la excitacion sexual, por lo
contrario, si el pene esta en reposo llega a medir cerca de cincuenta centimetros, en ambos casos
la porcidn libre del prepucio tiene una medida aproximada de quince a veinte centimetros. Este
organo posee musculos lisos que se relajan para permitir el alargamiento del pene y se contraen

para regresar al tamafio normal del mismo (Zarco, 2000; citado en Trejos, 2009: p. 12).

Existen diferentes estimulos entre ellos esta la incitacion visual que llegan al cerebro, donde se
procesa la informacién dando lugar a los impulsos parasimpaticos que son mas poderosos que los
impulsos simpaticos que mantienen a las arteriolas del pene contraidas, por ello al receptar los
estimulos: visuales, odoriferos, etc., se provoca que las areas cavernosas se llenan de sangre

durante la excitacion sexual provocando la ereccion del semental (Galina, 2008; citado en Trejos, 2009:
p. 13).

El glande del pene es la extremidad libre del 6rgano cuya base esta rodeada por un borde por la
corona del glande a continuacion, se aprecia la fosa del glande a partir de la cual la uretra forma

una prolongacién llamada prolongacion uretral que mide cerca de dos centimetros y medio (Galina,
2008; citado en Trejos, 2009: p. 13).

Es importante realizar un examen del pene para descartar la presencia de anomalias como:
tumores de glande, inflamacion, heridas, verificacion de cicatrices, etc., todo este procedimiento
se lo realiza en presencia de una yegua en celo para lograr la exteriorizacion del diverticulo uretral

para obtener correctamente un cultivo bacteriolégico (Dowsett, 1988; citado en Sanchez, 1992).

1.1.8 Prepucio

Segln (Gonzalez, 2018) el prepucio es una invaginacion doble de piel que cubre la porcion pre
escrotal del pene cuando no estd en ereccion, dicha porcion de piel encierra por completo el
extremo libre del pene. El prepucio tiene una parte externa llamada vaina que se extiende desde
el escroto hasta m&ximo ocho centimetros del ombligo, también estan presentes los pliegues

internos.

1.2 El semental equino

Un semental es aquel equino que posee la capacidad de reproducirse y servir a varias yeguas al
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dia, la causa més recurrente que limita al semental de fecundar es el deseo sexual pues varia

dependiendo la estacion (Galina & Valencia, 2008; citado en Morocho & Duchimaza, 2018: p.41).

Tabla 1-1: Clasificacion zoolégica de los equinos

Reino Animalia

Phylum Chordata

Clase Mammalia

Orden Perissodactyla

Familia Equidae

Nombre cientifico Equus caballus Linnaeus, 1758
Nombre comln Caballo doméstico

Fuente: (Alvarez & Medellin, 2005, p.1)

En la especie equina encontramos un nimero importante de problemas reproductivos asociados
al semental, algunos de ellos estan relacionados con la produccién y calidad seminal por ello, el
analisis de semen es un arma imprescindible para el diagnéstico y seguimiento de estos casos. Las
alteraciones de la libido, dificultades en la ereccidn, la monta o la eyaculacion e incluso problemas
psiquicos pueden ser factores limitantes que determinen una disminucion de los parametros

reproductivos y que deben ser también evaluados y tratados correctamente (Serres, 2012, p.125).

Como respuesta a varias de estas dificultades se han desarrollado estudios en cuanto a la
inseminacion artificial debido a las ventajas que aporta a la reproduccion equina pues permite
aprovechar el potencial genético al maximo, mejorar el control sanitario y evitar dafios y
accidentes tanto en los animales como en el personal ademas favorece al nimero de yeguas
fecundadas mejorando el indice de concepcion tanto en yeguas subfértiles como en la capacidad
reproductiva de sementales con problemas reproductivos ademas esta técnica posibilita el correcto
almacenaje y transporte del semen de semental dando como resultado tasas de concepcion iguales

0 superiores a las obtenidas con la monta natural (Serres, 2012, p.125).

1.2.1 Fertilidad en equinos

Segun (Mirabal, 2018), un caballo semental es aquel que no ha sido sometido a un proceso de
castracion, por lo tanto, este animal es viable y se destina para reproduccion por lo cual es

importante considerar los factores que inciden en la fertilidad del semental mencionados en la

siguiente figura:
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Figura 6-1: Factores que inciden en la fertilidad del semental
Fuente: (Mirabal, 2018).

Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

Debido a factores como: el largo periodo de prefiez, la estacionalidad reproductiva, la baja
probabilidad de gestar mas de un potro y por ultimo la falta de estudios en el campo de la
reproduccion y fertilidad en equinos dan como consecuencia que los criadores de equinos trabajen
con ejemplares de baja fertilidad lo que ha llevado generalmente a mantener el concepto de que
la especie equina posee una baja eficiencia reproductiva a comparacion de otras especies como
los rumiantes donde existe una tasa de nacidos vivos que supera el 90%, un porcentaje realmente

alto que se atribuye a la seleccion basada en los estudios de la fertilidad y reproduccion (Nagy, 2006
& Nath, 2011, citado en Requena, 2018: p. 4).

1.2.2 Edad

(Zarco, 2000; citado en Trejos, 2009: p. 5) hace mencién de qué en la pubertad se inicia la
espermatogénesis cuyas divisiones celulares dan como producto a los espermatozoides. Segun
(Colahan et al, 1998; citado en Rodriguez, 2018: p. 41) en padrillos de edad avanzada puede haber la
presencia de degeneracion testicular, con el objetivo de mejorar esta condicién se realiza la

administracion prolongada de gonodotropinas (GnRH) para mejorar la calidad del semen.

Ademas de acuerdo a (Hemberg et al., 2004; Haadem et al., 2015; citado en Requena, 2018: p. 89) puntualizan

que, la edad del semental no tiene efecto dentro de la fertilidad. Adicionalmente se ha estudiado
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que existe un efecto a corto plazo que se verifica en los parametros reproductivos dependiendo
tanto de la calidad del semen como del nimero de yeguas que fueron fecundadas, y un efecto a

largo plazo verificado en la transmision de la fertilidad (Benhajali et al., 2010; citado en Requena, 2018: p.
89).

La edad fértil de un caballo comienza al momento que alcanza la madurez sexual asegurando asi
que el semental equino produzca espermatozoides con capacidad fecundante. En cuanto a la edad
minima, un potro no alcanza madurez sexual completa a los 24 meses de edad, pero puede
reproducirse pues los testiculos empiezan a emitir esperma cuando el potro tiene casi un afio de
edad (Mirabal, 2018).

Segun (Colahan et al., 1998; citado en Rodriguez, 2018: p. 9) menciona que durante la pubertad (18 a 24
meses) aumenta la produccion de testosterona que ayuda a iniciar la espermatogénesis con la
previa maduracion de las células de Sertoli; en consecuencia autores como (Reed et al.,2010; citado
en Rodriguez, 2018: p. 9) indican que la pubertad no debe confundirse con la madurez sexual, por lo
tanto para que el semental sea usado como tal y logre reproducirse con seguridad es necesario que

el semental llegue a la madurez sexual a los cinco afios de edad aproximadamente.

Requena (2018, p. 89) indica que bajo la modalidad de inseminacion artificial debido a que se analiza

el semen previamente no es relevante la edad del semental equino.

1.2.3 Genética

Segun (Mirabal, 2018) indica que debido a la genética de los sementales es posible heredar: unaalta
o0 baja fertilidad, la capacidad de producir niveles aptos de esperma, defectos congénitos, las
caracteristicas fisicas de sus 6rganos reproductivos, anormalidades en el sistema reproductivo,
pues la conformacidn genética de cada progenitor afecta directamente a la cria. Por ejemplo, el
tamafio y la posicidn de los testiculos juegan un papel importante en la fertilidad pues en ellos se

efectla la espermatogénesis para posteriormente producir y almacenar la esperma.

Un semental con testiculos grandes se asocia a una elevada fertilidad ademas el factor genético

también posee una incidencia en el comportamiento de cortejo y apareamiento como indica
(Blanchard et al, 2003; citado en Rodriguez, 2018: p. 21).

1.2.4 Temporada

Los meses con mejor y mayor produccion del esperma y también mejor disposicion sexual, son
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mayo y junio, mientras que la temporada mas baja se da entre los meses de febrero a marzo. Pero

la mayoria de los criadores empiezan la temporada de cubriciones en febrero (Mirabal, 2018).

1.2.5 Manejo

(Alarcén, 2014) manifiesta que para el correcto manejo del semental equino es importante las areas
de interés para el manejo del semental se consideran: la higiene y limpieza tanto de los animales
como de las caballerizas, determinacion de las edades, aspectos morfométricos, adecuada
construccién y disefio de las caballerizas, nutricion, ejercicio, cuidado de extremidades y dientes,

calendario vacunacion y desparasitacion.

1.2.6 Alimentacion

Para que los sementales equinos reflejen una buena condicidn fisica es necesario que el animal
consuma del dos al tres por ciento de su peso corporal al dia del cual mas de la mitad corresponde
al forraje administrado, inclusive si el equino esta fuera de la temporada de reproduccién la dieta

debe contener un doce por ciento de proteina (Frappe, 2004; citado en Montalvo, 2019: p.5).

Segun (Foote, 1978; citado en Montalvo, 2019: p.6) €S importante tener en cuenta que durante la época de
reproduccion, el alimento es indispensable, por ello se precisa que el contenido de proteina sea
del 14% para evitar la pérdida acelerada de peso. En consecuencia, si existe malnutricion y la
ingestion de materiales toxicos se afecta el desarrollo testicular y la espermatogénesis, pero el
sistema reproductor tiene una capacidad regenerativa considerable, a menos que las deficiencias

de la dieta sean graves y prolongadas.

Ademas es conveniente mantener una constante revision en la dentadura para evitar dafios bucales
0 abscesos, esta situacion conlleva a que el equino no ingiera alimentos por el dolor que presenta
en la cavidad bucal afectando directamente al peso del equino pues la nutricion se ve interrumpida

y en consecuencia se producen retrasos en la reproduccion (Davies, 2003; citado en Nevarez, 2011: p.18).
1.2.7 Enfermedades
(Mirabal, 2018) menciona que la mayoria de enfermedades como infecciones locales o lesiones

directas en el aparato reproductor de equino producen inflamacion y calor traducidos en el

incremento de la temperatura, lo que tiene como resultado la infertilidad del semental.
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En general, las Ulceras géstricas, la gastritis cronica, aguda y la parasitosis son las principales
enfermedades digestivas del equino, que causan a su vez el sintoma mas comun, el célico; asi lo

afirman (Cardona, Vargas, & Blanco, 2015; citado en Morocho & Duchimaza, 2018: p.43).

Segun MAGAP & AGROCALIDAD (2016; citado en Morocho & Duchimaza, 2018: p.43) €S hecesario manejar
un calendario sanitario dependiendo la zona en donde se tenga a los reproductores para evitar
cargas parasitarias, enfermedades reproductivas, los mismos que pueden causar debilidad, bajo
libido y desempefio pobre reproductivo, aqui radica el manejo del calendario sanitario en la las
explotaciones equinas se consideran las vacunas obligatorias y de control las mismas que se
describen en la (tabla 2-1).

Tabla 2-1: Principales vacunas y enfermedades presentes en equinos.

ENFERMEDAD /
VACUNA NEONATOS CABALLOS YEGUAS
. Cada afio.
1.Dosis: 6 meses Refuerzo cada
Influenza 2.Dosis: 7meses Revacunar 426 semanas
3.Dosis: 8meses cada 6 meses
antes del parto.
) 1.Dosis: 6meses2.Dosis: Vacunacion Vacunacion
Oeste del Nilo . |
30dias anual anualcon
refuerzo
Encefalomielitis .
equina 1.Dosis: 4n_1fzses Vacunacion
Revacunacion anual | No recomendado
venezolana anua
1. Dosis: 2 0 4 meses. i
R 5183 Re;ag“nic'on Solo en zonas
Rinoneumonitis ‘nevacunacion a cada 2 0 Ameses dealto riesgo.
meses y al afio y luego anual
1. Dosis: 3 mesesde edad. ., Vacunacion
, . Vacunacion
Tétanos 2. Dosis: 5 meses de edad anual anual yrefuerzo
3. Dosis: 8meses de edad antes del parto.

Fuente: (Universidad Veracruzana, 2012; citado en Morocho & Duchimaza, 2018: pp. 43-44).

También hay que tomar en consideracion que el transporte podria propiciar el aparecimiento de
diversas enfermedades respiratorias que se presentan al terminar el transporte de los equinos
dentro de camiones de plataforma rigida, se evidencio el efecto del estrés provocado por el disefio

y el &rea del camidn, el estrés fue medido con indicadores del estrés como el cortisol y neutréfilo
(Cordova, 1992, p. 53).

Las enfermedades infecciosas se propician por la falta de higiene y a la deficiente profilaxis en la
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explotacién equina tales aspectos como el manejo, el tipo de alimentacion, la falta de
conocimientos de los cuidadores sobre el manejo caballar, entre otros. Por ello es indispensable
llevar un adecuado programa de vacunacion, un correcto manejo sanitario y control de salida y
entrada de animales a la zona de explotacién (Nachon & Bosisio, 2005; citado en Morocho & Duchimaza,

2018: p.43). En la siguiente tabla se indican las principales enfermedades infecciosas de los equinos:

Tabla 3-1: Enfermedades infecciosas de los equinos

Zona afectada Lesion Causa de Manejo

Trabajo y deporte con

Mdsculos y tendones Flacidez, ruptura, inflamacion .
esfuerzointenso.
Avrticulaciones Inflamacion Traumas o infecciones
Huesos Luxaciones Fracturas Golpes fuertes y traumas

Deficiencia nutricional Clavos
incrustados Pesebrera himeda y
sucia. Alimentos concentrados en
exceso.

Fisura del casco
Cascos Abscesos Infecciones de ranilla
Laminitis

Fuente: (Acero, 2008; citado en Morocho & Duchimaza, 2018: p. 46).

Es un hecho que la gran cantidad de parasitos provocan debilidad y baja en la libido ocasionando
un deficiente desempefio reproductivo; por ello es necesario realizar de manera preventiva una
desparasitacion de manera regular, hay que considerar que algunos desparasitantes causan

debilidad por lo que es necesario realizar esta accion antes del empadre (Davies, 2005; citado en
Montalvo, 2019: p.6).

1.2.8 Farmacos y hormonas
El desequilibrio hormonal y los farmacos que contengan esteroides pueden causar la emision de
células espermaéticas inmaduras que no van a ser fértiles dando como consecuencia que el

semental equino sea infértil (Mirabal, 2018).

Segun (Requena, 2018: p. 88) estd probado que al emplear tratamientos hormonales para inducir celos

es posible mejorar las tasas de gestacion al final de la temporada reproductiva.
Hanlon y Firth (2012; citados en Requena, 2018: p. 88), se logré adelantar el primer celo de la temporada y

extender el tiempo de la temporada reproductiva para tener mas celos y aumentar la probabilidad

de éxito.
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1.2.9 Actividad fisica

(Squires, 2003; citado en Montalvo, 2019: p.5) manifiesta que el semental debe contar con una excelente
condicion corporal para lo cual es importante realizar ejercicio libre sea en el potrero o enun corral

grande, esta actividad promueve la reduccidon del aburrimiento, condiciones de estrés y vicios.
1.3 Comportamiento sexual en sementales equinos

Segun (Davies, 2003; citado en Nevarez, 2011: p.11) el temperamento reproductivo que presenta un
semental equino es el comportamiento frente la hembra en celo y determina la reaccién en tiempo
y nimero de montas que este da en un determinado tiempo dicha conducta esta controlada por la
produccion de testosterona. Es posible evaluar la libido que se presenta al momento de reaccionar
frente a la yegua en estro dependiendo de la experiencia, alimentacion y manejo durante el periodo
reproductivo, los principales momentos en el comportamiento sexual se indican en la (figura 7-1)

como indica (Alvarez et al., 2009; citado en Montalvo, 2019: p.1).

 Cortejo |[)| Ereccién [) | Monta [ | Penetracién [

.

Golpe

de i I:> Desmonta

Figura 7-1: Momentos del comportamiento sexual en el semental equino.

Fuente: (Alvarez et al., 2009; citado en Montalvo, 2019: p.1).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

Es importante observar todas las extremidades del semental por si existiese alguna anomalia para
darle una solucién inmediata y asi disminuir las afecciones o incomodidades que impidan la

copula (Knottenbelt et al., 2003; citado en Montalvo, 2019: p.5).

La libido se manifiesta por el interés evidente del reproductor por la hembra; es caracteristico
por: relinchos, elevacion del labio superior, briosidad por montar a la yegua, protrusién y
ereccion del pene, este comportamiento se presenta desde la visualizacion de la yegua hasta

que se da la ereccidn del pene (Dowsett, 1988; Caudle & Fayrer-Hosken, 1989; citado en Sanchez, 1992).

Para propiciar el normal comportamiento reproductivo del semental principalmente se
conforma un harem mismo que necesita tener un mantenimiento, a continuacién se da el
cortejo y finalmente el apareamiento (McDonnel, 2006, Montalvo, 2019: p. 6). EI comportamiento

sexual de los sementales se divide en: cortejo y apareamiento como indica Trejos (2009; citado en
Montalvo, 2019: p.1).
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1.3.1 Cortejo

El comportamiento del macho se caracteriza por el acercamiento a la hembra siempre
manteniendo el cuello arqueado y la cola levantada; escarba y relincha, demuestra interés por la

hembra en dias previos al estro, se comporta agresivo (UCO, 2005; citado en Montalvo, 2019: p.7).

El cortejo es fundamentalmente una coordinacion entre el macho y la hembra el mismo que llevara
al coito en coordinacion con las posturas corporales, los estimulos son dirigidos principalmente
por la hembra que dan inicio al cortejo, este comportamiento es evidente si la crianza es extensiva;
en general se considera que la separacion entre machos y hembras a temprana edad tiene efectos

negativos (Manteca, 2009; citado en Montalvo, 2019: pp. 2-3).

1.3.1.1 Influencia del estimulo

Ademas de las coordinaciones posturales se dan estimulos auditivos, odoriferos y gustativos, se
presencia orina por parte de la yegua para la ejecucion del coito que permite verificar la
receptividad de la hembra, otros estimulos tienen origen a partir de las feromonas liberadas en
esta etapa, tomando en consideracion gue los estimulos estan en funcién de su naturaleza asi el
animal puede asociar el incremento del deseo sexual por medio de la asociacion aprendida que le
proporciona la orina de la hembra en estro aunado a la visién del objeto sexual teniendo como
resultado que si existe una elevada presion de estimulos se brindaria un alto nivel de respuesta
hasta expresar el maximo del potencial reproductivo, caso contrario con una baja presion de

estimulo no se expresaria comportamiento alguno (UCO, 2005; citado en Montalvo, 2019: p. 7).

1.3.2 Apareamiento

El apareamiento comienza cuando el macho descansa sobre el tren posterior de la hembra
abrazandola con sus extremidades anteriores, después se producen los movimientos pélvicos
para lograr la clpula y posteriormente la eyaculacion donde previamente se evidencia los

movimientos de elevacion y descenso de la cola (Alvarez et al., 2009; citado en Montalvo, 2019: p. 3).

1.4 Evaluacion reproductiva del equino

(Zarco, 2000; citado en Montalvo, 2019: p. 4) menciona que el determinar el comportamiento equino

mediante una valoracion del comportamiento indica si presenta la capacidad fisica y el
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comportamiento para desempefiarse como reproductor en este incluye todos los aspectos de la
conducta sexual y también la produccion de semen, el nimero de espermatozoides viables,
evaluacion sanitaria de enfermedades transmisibles todo para asegurar un desempefio

reproductivo satisfactorio.

Durante la valoracién se evalua la habilidad del semental, libido, posibles problemas congénitos
que puedan disminuir la fertilidad y vida sexual, valoracién seminal y conformacion del semental,
facilidad para ejecutar la monta, igualmente se analiza el historial reproductivo, el temperamento,
aplomos y el examen del tracto reproductivo asi como la realizacion de exdmenes que descarten

enfermedades (Blanchard et al., 2003; citado en Montalvo, 2019: p. 4).

15 Colecta del semen

La coleccion de semen es una técnica que se viene implementando a partir del afio 1322, en el
cual se han utilizado diferentes tipos de materiales como las esponjas, condones y muchos tipos
de vaginas que facilitan la coleccion de material seminal, la coleccion se hace sobre una yegua o
una yegua fantasma con el uso de una vagina artificial, la cual nos permite simular las condiciones
fisioldgicas para la supervivencia de los espermatozoides con el uso de una vagina artificial que
brinda un control sobre la presién y la temperatura y ademas permite estimular al semental equino
de forma correcta para lo cual previamente se debe planear las actividades a realizar para lo que
se dispone de personal, un manejador del garafion que se encarga de conducir al semental hacia
la yegua fantasma, otra persona se encarga de lavar el pene antes y después de la coleccién,
también hay un encargado de manejar a la yegua para estimular al garafion y el encargado de la
coleccidn, este Gltimo en especial debe usar casco y botas con proteccion. La coleccion se debe

realizar rapido y en silencio, es importante que el ambiente sea tranquilo para evitar distracciones
(Boeta et al., 2017: pp. 25-26).

Para evaluar la capacidad reproductiva de los sementales se realiza la colecta seminal como
control rutinario de la calidad del semen ademas se realiza un diagndstico de infertilidad y
posteriormente se efectla la inseminacion artificial con semen fresco, refrigerado o congelado
(UCO, 2005; citado en Montalvo, 2019: p.9). Para simular las condiciones naturales de copula se han

ideado técnicas para colectar semen como se indica a continuacion:

1.5.1 Yegua en estro

Para la colecta se utiliza una yegua en estro a quien se le venda la cola para evitar laceraciones y

la penetracion. La yegua debe estar bajo sujecion para evitar que lastime al semental equino o al
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operador (Galina, 2008; citado en Montalvo, 2019: p.9).

1.5.2 Maniqui

En el caso de usar un maniqui es necesario entrenar al macho durante varias semanas 0 meses,

estimulandolo con la presencia de una yegua en estro para acostumbrarlo al maniqui (Galina, 2008;
citado en Montalvo, 2019: p.9)

1.5.3 Vagina Artificial (VA)

La vagina artificial es el método universal mas usado para la recoleccion de semen equino y se
basa en un aparato rigido o semirrigido, con sus respectivas mangas de latex, el receptaculo del

semen y una valvula de presion (Dalmu, 2012; citado en Tamay & Vélez, 2018: p. 18).

1.5.3.1 Preparacion de la Vagina Artificial

En el mercado existen diferentes modelos de vagina artificial entre las que se puede mencionar:
la vagina Colorado, Missouri y Hannover, cada una de ellas trabaja bajo los mismos principios en
cuanto a aspectos como la temperatura que mantienen y presion que ejerce, este instrumento esta
constituido por un cuerpo rigido o blando que contiene un apartado donde se agrega agua y un
cilindro rigido con un forro interno de goma, una vez armada la vagina artificial se procede a
rellenar el espacio entre el forro y la estructura rigida para lo cual se utiliza agua caliente con una
temperatura que oscila entre los 45 y 60 °C dependiendo del semental, tipo de vagina a utilizar y
la temperatura ambiental, es importante acotar que la cantidad de agua introducida afecta al

manejo de la vagina artificial (Boeta et al., 2017: pp. 27-29).

Existe un tubo laxo estéril desechable que estara en contacto con el pene donde la presion sobre el
glande y la temperatura del agua son los factores principales que determinan la eyaculacién por
ello se administra aire para favorecer a la presion, y se lubrica el primer tercio con gel y un guante
estéril finalmente en el otro extremo de la vagina se coloca en embudo recolector que contiene un
filtro para separar la porcion gelatinosa del eyaculado con el fin de no interferir con la evaluacion

e inseminacion hasta el momento de la coleccion y asi evitar la contaminacion (Boeta et al., 2017: pp.
27-29).

El agua que contiene la vagina artificial debe extraerse cuanto antes luego del eyaculado, para que
el semen fluya dentro del recipiente colector siempre protegiendo el contenido de los rayos ultra

violeta del sol. Todo el semen recolectado al usar la vagina artificial no tiene contacto con las
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secreciones acidas vaginales que poseen un efecto espermicida permitiendo. También se han
desarrollado dispositivos similares a condones, pero tiene la dificultad de que este material tiende

a romperse y desprenderse con facilidad (Dutra et al., 2013: p. 19).

1.5.3.2 Mantenimiento y limpieza de la vagina artificial

Segun Ball (2004; citado en Montalvo, 2019: p.9) Se aconseja seguir los pasos descritos en la (figura 8-

1) para asegurar una correcta limpieza y permitir el mantenimiento de la vagina artificial:

Enjuagar con agua cornente templada todos los elementos de la vagma artificial

N2
Usar detergente neutro para uso de laboratorio que no deje residuos quimicos

SN2
Enpagar los restos de suciedad v lubnicante con agua destilada (tres veces)

A
Sumergir en alcohol etilico durante dos horas
L 4

Para el secado. colgar los elementos de la vagina artificial en un gabinete cerrado

SZ
Usar oxido de etileno para esterilizar

Ventilar por un periodo no inferior a 48-72 horas antes de volver a usarlas

Figura 8-1: Pasos a seguir para el correcto mantenimiento y limpieza de la vagina artificial.

Fuente: (Ball, 2004; citado en Montalvo, 2019: p. 10).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

1.5.3.3 Extraccion y manejo del semen equino

Segun (Estévez et al., 2012, p: 6) indican que para obtener el semen equino es necesario contar con un
equipo de trabajo calificado que ademas mantenga una buena relacion con el animal a fin de evitar
accidentes; debe presentarse un manejador y otra persona que es la responsable de manipular la

vagina artificial a fin de evitar accidentes.

Es necesario tener una yegua con comportamiento estral y con buena disposicion hacia el padrillo
para estimular la ereccion, una vez que la misma se evidencie se procedera a inspeccionar el
organo copulatorio buscando anomalias, luego se realizara el lavado de la fosa uretral con agua
tibia de manera rutinaria, no es necesario usar jabones porque se removeria agresivamente la flora

bacteriana natural y se promoveria el crecimiento de microorganismos dafiinos, después del
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lavado el pene debe secarse con toallas de papel, luego el semental puede alternativamente montar
a la yegua y después ser dirigido rapidamente a introducir mas de la mitad del pene dentro de la
vagina artificial caso contrario, el glande se dilata y es demasiado grande para permitir la entrada
en la VA por lo cual se daria una falla eyaculatoria debido a el manejo inadecuado, si se realiza
correctamente el procedimiento es necesario realizar una buena estimulacion del glande a fin de
que exista la presidn adecuada en el fondo de la vagina, el recipiente de recoleccidn debe ubicarse

paralelo al piso o hacia abajo para asegurar que el flujo de semen caiga en el recipiente (Dutra et
al., 2013: p. 20)

Por otro lado la VA debe mantenerse en un angulo adecuado al padrillo donde una mano del
colector es usada para sujetar la vagina artificial y la otra mano usara el dedo pulgar dorsal y los
cuatro dedos restantes se ubicardn ventralmente a la base del pene para palpar los flujos
eyaculatorios que son de tres a cinco por eyaculacion después de cuatro a cinco empujes,
adicionalmente se verifica el zapateo, movimientos de la cola dorsal y ventralmente por dltimo el
pene se relaja por ello la mano que esta sobre el pene se usa para retirar el semen restante; el agua
que contiene la VA debe ser extraida de inmediato luego de la extraccion del semen para que el
mismo fluya en el recipiente con facilidad (Dutra et al., 2013: p. 20).

1.6 Caracteristicas del semen equino

El proceso de formacion de espermatozoides se denomina espermatogénesis con la formacion
previa de las espermatogonias y posteriormente cuando el individuo alcanza la madurez sexual
con activacion hormonal de la testosterona en consecuencia. Las espermatogonias maduran y se
transforman en espermatocitos de primer orden, proceso que se lleva a cabo en la meiosis | y
como resultado se obtendran dos espermatocitos de segundo orden, tras la meiosis Il se produciran
cuatro espermatidas. La espermatogénesis dura cincuenta y siete dias en promedio, desde la
espermatogonia hasta llegar a formar espermatozoides maduros que a su vez son las espermatidas

liberadas del epitelio seminifero dentro del lumen tubular (Dutra et al., 2013: p. 14)

Durante la espermatogénesis se forma el acrosoma a partir del complejo de Golgi, a continuacién
se concentray se alarga el nicleo posteriormente se forma el flagelo, la cabeza del espermatozoide
es la portadora del material genético, la parte media contiene las mitocondrias brindan la energia

necesaria para producir el movimiento de la cola (Dutra et al., 2013: p. 15)

De toda la capacidad espermatogénica potencial del testiculo s6lo el 25% consigue ser apto para
la fecundacién. La produccion espermatica diaria se determina después de cinco a siete dias de

colectas, con esta informacion el propietario puede saber cuantas yeguas podra inseminar su
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padrillo diariamente (Dutra et al., 2013: p. 15).

1.6.1 Componentes y fracciones del semen en equino

El semen esta compuesto por los espermatozoides y el plasma seminal, este Gltimo es el sustrato
para los espermatozoides y también tiene una funcidn protectora ante variaciones osmaticas, los
protege de las fluctuaciones osméticas y sirve como coagulante (Morel, 1999; citado en Montalvo, 2019:
p.13). A continuacion, se indican las caracteristicas 0 componentes del semen equino en la (tabla
4-1).

Tabla 4-1: Caracteristicas o componentes del semen equino

Caracteristica o componente Valores
Volumen eyaculado (ml) 60 - 100
Concentracién espermatica (millones/ml) 150 - 300
Espermatozoides/eyaculado (billones) 5-15
Motilidad espermatica (%) 40-75
Espermatozoides normales (%) 60 - 90
Proteina (g/100 ml) 1.0

pH 72-78
Fructosa (mg/100 ml) 2
Sorbitol (mg/100 ml) 20-860
Acido citrico (mg/100 ml) 8-53
Inositol (mg/100 ml) 20 - 47
GPC (mg/100 ml) 40-100
Ergotioneina {mg/100 ml) 40 - 110
Sodio (mg/100 ml}) 257
Potasio (mg/100 ml}) 103
Calcio (mg/100 ml) 26
Magnesio (mg/100 ml) 9

Cloro (mg/100 ml) 448

Fuente: (Ball, 2004; citado en Montalvo, 2019: p.16)

Romero (2015; citado en Montalvo, 2019: p.14), indica que la fase de eyaculacion posee tres fracciones

como indica la figura 9-1.
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1. La pre-secrecion

Se observa cuando el semental salta y tiene la funcion de limpiar y lubricar la uretra.

2. La fraccion rica

Contiene de un 80 a 90 % de espermatozoides y componentes bioquimicos

3. La fraccion pobre

También conocida como fraccion gel, es producida por las vesiculas seminales y posee baja
concentracion de espermatozoides

Figura 9-1: Fracciones de la fase de eyaculacion.

Fuente: (Mann, 1975; citado en Montalvo, 2019: p. 10).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

1.7 Evaluacion seminal

Después de colectar el semen es importante evitar que la muestra se contamine, el recipiente donde
el mismo esta contenido no debe estar expuesto a la luz directa, agitacion del contenido ni a
cambios bruscos de temperatura para lo cual primero es conveniente depositar la muestra en una
incubadora o someterlo a bafio Maria a una temperatura de 38°C para evitar el shock térmico,
antes de efectuar la dilucion se es necesario retirar la porcion gelatinosa mediante un proceso de
filtrado en el laboratorio, la valoracion del semen debe realizarse lo méas rapidamente posible
después de su obtencion pues el liquido seminal del eyaculado altera las caracteristicas moéviles

de los espermatozoides (Dutra et al., 2013: p. 15).

La evaluacion seminal involucra tanto el analisis macroscépico como el analisis microscopico del
semen, los resultados de dichos estudios permiten obtener datos confiables de aspectos como:
volumen, aspecto y pH, la concentracion, motilidad, morfologia y longevidad de los

espermatozoides con el fin de establecer si el semen del equino seleccionado es apto para prefiar
(Dutra et al., 2013: p. 15).

1.7.1 Evaluacion macroscopica

(Boeta et al., 2017: pp. 27-29), mencionan que la evaluacién macroscopica del semen constituye la
observacion superficial del mismo, la muestra debe poseer una coloracién blanquecina o grisacea-
blanquecina, cualquier otra coloracion puede indicar una posible patologia por ejemplo, el olor a

orina en la muestra una coloracioén amarillenta indica la presencia de urospermia, si en la muestra
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existe sangre posiblemente se trate de hemospermia.

Es importante considerar que la calidad del semen se ve afectada por diversos factores entre los
cuales podemos nombrar: causas hereditarias, factores nutricionales, manejo y sanidad animal,
integridad fisica y mental, comportamiento sexual y algunos desérdenes reproductivos presentes

y otras alteraciones patoldgicas (Romero, 2015; citado en Montalvo, 2019: p. 15).

1.7.1.1 Volumen del eyaculado

Gomez (2011; citado en Montalvo, 2019: pp. 16-17) menciona que usualmente el volumen oscila entre 20-
150 ml, posteriormente se colecta el volumen de semen libre de gel, se estimaron variaciones

dependiendo del individuo, la raza, régimen sexual, fotoperiodo, método de recogida, etc.

Se lo mide en una probeta aforada y cuidando la temperatura para no afectar la viabilidad de la
esperma recolectada, también es fundamental considerar tanto el volumen de semen recolectado
como la concentracién de espermatozoides porque son indicadores del nimero total de esperma

eyaculado por el semental (Warren, 1977 & Love, 2016; citado en Tamay & Vélez, 2018: p. 20).

1.7.1.2 Color y consistencia del eyaculado

Segun Palma (2008; citado en Tamay & Vélez, 2018: p. 20) menciona que el color normal del semen varia
de blanquecino, blanco grisaceo, cenizo, mientras mas blanco lechoso sea la muestra, mejor sera
la concentracion espermatica, si existen colores u olores anormales puede ser indicativo de

problemas. La consistencia varia entre acuosa y lechosa.

1.7.1.3 pH y olor del eyaculado

El pH del eyaculado esté entre 7,2 y 7,6 en equinos, la evaluacion debe realizarse lo méas rapido
posible después de la recogida seminal pues mientras mas avance el tiempo dara lugar a la
formacion de acido lactico lo que alteraria la muestra, el pH se relaciona inversamente con
respecto a la concentracion de la esperma debido a que en el proceso del metabolismo espermético

se acidifica el medio. Para medir el pH se utilizan bandas reactivas o peachimetro en laboratorio
(Palma, 2008; citado en Tamay & Vélez, 2018: p. 20).

Cuando existe una infeccion de las glandulas accesorias el pH se puede alterar, un pH alto puede
ser indicativo de contaminacion del eyaculado o puede sefialar lesiones inflamatorias del tracto

genital. El olor del eyaculado es considerado sui generis, lo que indica que es un olor propio de
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semen segun la especie (Boeta et al., 2017: p. 30).

1.7.1.4 Presencia de gel

Blanchard (2003; citado en Dutra et al., 2013: p. 15) menciona que la cantidad de gel en la muestra
dependera de la cantidad usada en la vagina artificial para lubricarla pues podria afectar a la
muestra obtenida en caso de que este contenga productos espermicidas, por ello se debera separar
la fraccion gel del eyaculado, en esta fraccidn existen pocos espermatozoides que generalmente
estan muertos ya que constituye la Gltima porcidn del eyaculado.

Para separar el gel realizamos la aspiracion con una jeringa estéril y bajo decantacion o mediante
filtracion con una gasa o con un sistema incorporado a la vagina artificial para posteriormente

medir el volumen extraido (Blanchard, 2003; citado en Dutra et al., 2013: p. 15).

1.8. Preparacién y transporte

Durante la coleccidn de semen y su posterior transporte al laboratorio, tanto la muestra como el
instrumental utilizado debe mantenerse a 37 °C hasta su evaluacion, para el analisis bajo
microscopio es conveniente usar el mencionado instrumento con una platina térmica y también

calentar los porta y cubreobjetos y pipetas para evitar el shock de frio (Dutra et al., 2013: p. 23).

Posteriormente es necesario enfriar el contenido manteniendo curvas de temperatura constantes y
velocidades de enfriamiento adecuadas entre 0,03°C y 0,05 °C por minuto. Generalmente el
semen se mantiene refrigerado a una temperatura éptima de entre 4 °C y 6 °C, para mantener la
motilidad y la capacidad fecundante, para usarlo se lo diluye a una concentracion entre 25y 50 x
106 de espermatozoides por mililitro de solucién donde la proporcion minima de diluyente y

semen debiera ser mayor o igual a 2:1 (Boeta et al., 2017: pp. 25-26).

1.9. Caracteristicas microscopicas

(Dutra et al., 2013: p. 15) mencionan que para realizar correctamente la evaluacion del semen es
necesario contar con personal calificado con la experiencia necesaria para realizar las técnicas de
analisis de manera metddica y ademas contar con las condiciones de laboratorio adecuadas.

1.9.1 Motilidad espermatica

Segln Montalvo (2019, pp. 18-19) los aspectos mas importantes a evaluar dentro de la muestra de
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semen son la morfologia y la motilidad espermatica, esta ultima permite acceder a informacién
importante tanto de la calidad como de la vialidad de una muestra donde es posible diferenciar el
movimiento total, el movimiento progresivo y el vigor del movimiento, considerando que el
desplazamiento de los espermatozoides debe ser progresivo, se observaran trayectorias

oscilatorias o describiendo movimientos circulares considerados anormales.

(Boeta et al., 2017: p. 31) indican que para proceder a evaluar la motilidad es necesario que los
instrumentos que tengan contacto con el semen estén higienizados y esterilizados a 37 ° C, ademas

se requiere el uso de un microscopio Optico con contraste de fases para realizar la valoracion.

1.9.1.1 Movimiento total

El movimiento total es el porcentaje de espermatozoides que son moviles, dicho porcentaje en la

muestra debe ser de sesenta a noventa por ciento como indica Montalvo (2019, p. 18).

Para definir si los espermatozoides son maviles deben cruzar el campo microscopico rapidamente,
es importante observar el movimiento de la cola del espermatozoide la cual debe rotar 360°, caso

contrario se los consideraria como espermatozoides muertos (Long et al., 1993; citado en Montalvo, 2019:
p. 18).

1.9.1.2 Movimiento progresivo (motilidad individual)

La motilidad individual es el porcentaje de espermatozoides con recorrido en linea recta cuyo
rango posible tiene un porcentaje de 40 % a 90 %, aunque el cincuenta por ciento es el minimo

aceptable al momento de determinar el movimiento progresivo (Gémez, 2011; citado en Montalvo, 2019:
p. 18).

1.9.1.3 Vigor de movimiento

El vigor de movimiento se evalGa al mismo tiempo que la motilidad individual, determinando la
velocidad con la que los espermatozoides atraviesan el campo para lo cual se usa una escala de
cero a cinco, donde cero representa a los espermatozoides inmoviles y cinco a los espermatozoides
maés veloces dificiles de seguir visualmente (Varner, 2008; citado en Montalvo, 2019: p. 19). En la (figura
10-1) se indican los diferentes instrumentos de evaluacion que permiten realizar el conteo de

espermatozoides en el eyaculado entre los que podemos mencionar:
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Camaras de recuento celular: Neubauer /Thoma.

Contaje manual.

u Espectrofotometro

Instrumentos de
evaluacion | Contadores celulares electronicos

| Spermicue (minitube of America Inc.).

—  Sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)

Figura 10-1: Instrumentos de evaluacion de la concentracion espermatica.

Fuente: (Mir6 & Ocafia, 2006; citado en Montalvo, 2019: p. 17).

Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

1.9.1.4 Vitalidad espermatica

Montalvo (2019, p.21) indica que la vitalidad espermatica se encarga de realizar una valoracion
indirecta mediante la integridad de la membrana plasmatica utilizando diferentes tinciones: la
tincién de Eosina-nigrosina se encarga de pintar las cabezas de los espermatozoides muertos de
violeta, tinciones del acrosoma, el test de inmunofluorescencia y marcado con anticuerpos
monoclonales, dicha valoracion se realiza bajo microscopia de campo claro, ocurre de la misma

con la microscopia de Opticas de contraste de Normarski (Dutra et al., 2013: p. 18).

Otra técnica para evaluar la integridad de los espermatozoides es la microscopia electrénica que
puede ser de transmision o de barrido, misma que tiene un alto coste y al ser altamente compleja
es poco préactica, asi mismo permite evaluar concretamente la integridad de la membrana

plasmatica del espermatozoide, dando resultados fiables (Rodriguez-Martinez et al., 2001; citado en Buzén,
2013: p. 37).

Actualmente existen nuevas técnicas de evaluacion de la membrana plasmética del
espermatozoide para lo cual de hace uso de sondas fluorescentes conocida como microscopia de

fluorescencia o citometria de flujo (Garner and Hafer, 1996; Maxwell, 1996; citado en Buzén, 2013: p. 38).

La técnica antes descrita indica la viabilidad de la célula espermatica con alto porcentaje de

veracidad (Graham et al., 1990; Johnson et al., 1996; citado en Buzdn, 2013: p. 38).
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La técnica del fluorocromo especifico del ADN Hoechst 33258 la cual incrementa la fluorescencia
de estos espermatozoides, este método se encarga de penetrar en aquellas células espermaticas

gue mantengan la membrana deteriorada, fijandose al ADN espermatico (Cross et al., 1986; citado en
Buzén, 2013: p. 38).

1.9.2 Concentracion espermaética

La concentracion espermaética ayuda a evaluar la capacidad de produccion de espermatozoides y
a calcular el numero de dosis que puede llegar a producir el semental por eyaculado, por lo tanto
se evidencia la correlacién entre la concentracion y fertilidad (Olegario, 2012; citado en Montalvo, 2019:

p. 17).

El rango de concentracion espermatica varia entre 150 a 300 x 10 6 /ml, con una concentracion
total de 1 a 20 billones de espermatozoides en cada eyaculacion (Boeta et al., 2017: p. 31).
1.10. Morfologia espermaética

Segln Muifio (2013; citado en Montalvo, 2019: p. 19) la morfologia espermatica es el estudio de
espermatozoides que se basa en la relacion directa entre la proporcion de espermatozoides
anormales encontrados en la muestra de semen y su relacion con la fertilidad in-vivo. Los
espermatozoides normalmente poseen una longitud de 6,62 pum y una anchura de 3,26 um como

indica (Hidalgo et al., 2005; Samper, 2009; citado en Buzén, 2013: p. 40).

La morfologia espermética constituye el método idéneo dirigido a evaluar la fertilidad del
semental donde se determina el porcentaje de espermatozoides que presentan alteraciones dentro
de una muestra diluida que permite observarlos individualmente bajo el microscopio, en este
estudio un solo espermatozoide que tenga mas de una anormalidad debe ser contabilizado como

parte del total de espermatozoides (Dutra et al., 2013: pp. 18).

1.10.1 Tipos de anormalidades espermaticas en sementales equinos:

(Jasko et al., 1990; citado en Buzdn, 2013: p. 40) menciona que usualmente se usan dos tipos de
clasificacion o sus combinaciones. Al momento de distinguir las anormalidades espermaticas en

sementales equinos podemos mencionar:

1. Las anomalias espermaticas pueden clasificarse en funcion de su origen como se indica en la

(figura 11-1), mencionado por Varner (2008; citado en Buzdn, 2013: p. 40).
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* Anormalidades severas

+Origen: *Considerados como
Espermatogénesis menos graves *Se producen de forma
«Detectadas mediante la «Estas anomalias se iatrogénica o como
evaluacién morfolégica presentan durante la consecuencia del manejo
+Son anomalias migracion espermatica a del semen durante su
relacionadas con la través del epididimo o procesado y/o evaluacion
durante su

fertilidad de los

S E s, almacenamiento.

Figura 11-1: Anomalias clasificadas en funcion de su origen.

Fuente: (Samper, 2009; citado en Buzén, 2013: p. 40).
Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

2. Las anomalias espermaticas clasificadas en funcion de la estructura alterada del espermatozoide
donde se pueden mencionar: las anomalias de la cabeza, anomalias de la pieza intermedia y de la

cola del espermatozoide (Jasko et al., 1990; citado en Buzén, 2013: p. 40).

(Dutra et al., 2013: p.19), indican que una muestra de eyaculado con mas del cuarenta por ciento de
anormalidades morfoldgicas es indicativo de teratospermia originada principalmente por diversas
razones como: la degeneracion testicular, enfermedades epididimales y otros problemas de salud

en el semental debido a factores genéticos o por falta de buen manejo por parte de los propietarios.

Segun (Wenrli, 2010; citado en Montalvo, 2019: p.14) indica que, morfoldgicamente los espermatozoides
de la especie equina presentan las siguientes caracteristicas: cabeza asimétrica con posicién
abaxial de la cola, acrisma poco voluminoso, presencia de microttbulos en el cuello, ademas se
ha reportado que del 51 % al 89% son espermatozoides normales y en promedio el 9.5% presentan

anomalias como se indica en la siguiente gréfica:
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10,70%

2.40% 2,50% 4.10%
Cabeza Cola doblada Defectos del ~ Anormalidades
debajo de la cuello menores
cabeza

Graéfico 1-1: Grafica de barras de las anomalias presentes en la estructura del espermatozoide.
Fuente: (Wenrli, 2010; citado en Montalvo, 2019: p.14)

Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.

Dentro del porcentaje de anormalidades menores se encuentran la existencia de 6,9 % de
espermatozoides con colas dobladas, la pérdida de porciones de la cabeza representael 1,4 %y la

pérdida del acrosoma con el 2 % (Wenrli, 2010; citado en Montalvo, 2019: p.14).

1.11 Criopreservacion

(Pefia et al., 2011; Pérez, et al, 2017: p. 919) menciona que la criopreservacion es un método que ha
facilitado el comercio nacional e internacional del semen equino pues brinda la posibilidad de
almacenamiento de semen fuera de la época de apareamiento, ayuda al control de la diseminacion
de enfermedades venéreas, aumenta la disponibilidad de material genético de calidad con las
caracteristicas deseadas, facilitando asi los trabajos de reproduccion asistida y permite la correcta
inseminacion de varias yeguas con un solo eyaculado, pero la calidad de dicho semen posee menos

calidad a comparacion del semen fresco o refrigerado.

La reduccion de la fertilidad en el semen crioconservado se atribuye a los cambios que sufre la
célula espermatica durante la congelacion que tiene como resultado la pérdida de la integridad y
la funcion de la membrana plasmatica se ve disminuida por efecto el choque térmico, estrés

osmotico y oxidativo ademas de la formacidn de cristales de hielo y a la apoptosis (Parks y Graham,
1992; Pérez, et al, 2017: p. 919).

La viabilidad del semen refrigerado es capaz de mantenerse hasta por 48 horas a 5 °C de
almacenamiento; sin embargo, para poder obtener ventajas en la inseminacién artificial, es
necesario un periodo prolongado de almacenamiento como indica Pérez (2017, p. 924).

1.12 Diluyente

La criopreservacion del semen equino es determinante tanto para la criotolerancia como para la
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capacidad fecundante post-descongelacion de las células espermaticas, existen diluyentes de
semen equino comercial usado para dar el ambiente 6ptimo y protector para las células

espermaticas fragiles (Restrepo, 2013).

Para mejorar la fertilidad del semen equino que se sometid al proceso de criopreservacion se
evaluaron alternativas como crioprotectores de bajo peso molecular como los crioprotectores a
base de glicerol o etilenglicol, dichas moléculas penetran facilmente en las membranas celulares
y evitan la toxicidad osmética (Neira, Ramirez, Garcia & Moreno, 2007; Squires, Keith & Grahman, 2004; citado
en Restrepo, 2013), consecuentemente (Salazar et al., 2011; Ball, Medina, Gravance & Baumber, 2001; Baumber
& Ball, 2005; citado en Restrepo, 2013) indican que es posible potenciar los beneficios de sustancias
crioprotectoras dentro de las férmulas de los diluyentes entre los que se pueden mencionar los
quimicos para ajustar el pH y la osmolaridad, asi como la utilizacion de antibi6ticos con el fin de

inhibir el crecimiento bacteriano y de diversas sustancias antioxidantes
1.13 Ventajas y desventajas de la inseminacion artificial (1A)

Las ventajas y desventajas de la inseminacion artificial se describen a continuacion en la figura
12-1.

/\. *Prolongacion y proteccidn de la supervivencia de los espermatozoides.

*Aumento del volumen del eyaculado para aumentar el nimero de hembras
cubiertas.

*Reduccion de la posibilidad de transmision de enfermedades a hembras.
*Incremento de la mejora genética y disminucién de la consanguinidad.
*Eliminacidn de los costes y riesgos del transporte de las hembras.

*Reduccion de los accidentes que la hembra pueda producir al macho en la
monta.

-Necesidad de contar con el personal necesario, con experiencia y
conocimiento de la metodologia para llevar a cabo la técnica de
inseminacion artificial.

-Tecnologia y un equipamiento que permita un correcto procedimiento
y preparacion del semen y de las dosis seminales.

-No todos los sementales poseen un semen que soporte los sistemas de
refrigeracion y congelacion.

-Manejo reproductivo deficiente.
-Puede provocar un descenso en la fertilidad.
-Costes incrementados.

Figura 12-1: Ventajas de la inseminacion artificial.
Fuente: (Estévez et al., 2012: pp. 10-11).

Realizado por: Safaicela, Bladimir, 2022.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Localizacidn y duracion del experimento

Esta investigacion se realiz6 en la Unidad académica y de investigacion en equinos de la Estacion
Experimental Tunshi, de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo ubicada en el kilémetro
12 via a Licto, cantén Riobamba, Provincia de Chimborazo. Las condiciones meteoroldgicas se

detallan a continuacion

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la zona

PARAMETRO UNIDAD PROMEDIO
Temperatura °C 14 -15
Humedad atmosférica % 76,2
Precipitacion Mm 842

Altitud msnm 2712
Velocidad de viento Km/h 15

Fuente: Estacion Meteoroldgica, Facultad de Recursos Naturales. ESPOCH (2020)

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022

2.2 Unidades Experimentales

En la presente investigacion se utilizé 3 sementales equinos de la Estacién Experimental Tunshi,

la edad promedio de los animales fue de 4 afios.

Se aplic6 un disefio completamente al azar con arreglo combinatorio de factores en donde el factor

A correspondera al semen y el factor B correspondera a la raza de equinos

2.3. Materiales, equipos e instalaciones.

2.3.1. De Campo
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e Cuerdas

e Overol
e Botas
e Vendas

e (Guantes de manejo

2.3.2. Instrumentos

e Colector de semen
e Diluyente INRA 96
e pH metro o medidor de pH

e Papel aluminio

2.3.3. De oficina

e Camara fotogréfica
e Laptop
e Registros de manejo, produccién y reproduccion

e Libreta de apuntes

2.3.4. De laboratorio

e Portay cubre objetos
e Cémara de Neubauer
e Bafio maria

e Vagina artificial

e Papel absorbente

e Masacrilla

e Etiquetas

e Microscopio

2.3.5. Sementales

e Tres caballos en edad reproductiva
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2.4 Instalaciones

En la presente investigacion se utilizd las instalaciones de la Estacion Experimental Tunshi de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en la cual se encuentran los sementales de los cuales
se tomaron las muestras para el estudio de laboratorio.

2.5 Tratamiento y disefio experimental

En la presente investigacion se utilizaron 3 sementales equinos, los cuales fueron sometidos a tres
extracciones de semen con lapsos de quince dias. Tras la primera extraccion de semen se
empaquetaron 10 pajuelas y se realiz6 un analisis macroscopico y microscopico en semen fresco.
La segunda extraccion de semen se sometid a dilucion con INRA 96 a temperatura medio
ambiente y se procesaron 10 pajuelas por muestra, las cuales fueron sometidas a los diferentes
analisis. Finalmente, la tercera extraccion de semen, se diluy6 con INRA 96 pero refrigerandolo
a 5°C por 48 horas, se empaquetaron 10 pajuelas y se procedi6 con los andlisis. Obtuvimos un
disefio experimental completamente al azar combinatorio con dos factores: A que corresponde al

semen de los equinos y B que corresponde a la raza.

Yijk = P+ oi + B + (ai * B) + Eijk

Donde:

Yijk = Una observacion cualquiera

1 = Efecto de la media por observacionai = Efecto del factor A

Bj = Efecto del factor B

ai * Bj = Efecto de la interaccion entre el factor Ay el factor B

2.6. Esquema del experimento

El esquema de experimento que se utiliz6 en el desarrollo de la presente investigacion se detalla

acontinuacion:
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Tabla 2-2: Esquema experimental

NUMERO DE ANALISIS POR
TRATAMIENTO i PAJUELAS POR MUESTRA DE
RAZA CcopIGo MUESTRA PAJUELAS

OBTENIDA ITRATAMIENTO
1 SF1 10 1 !
Semen Fresco 5 SE2 10 13
3 SF3 10 1 10
1 SD1 10 1 10
Semen Diluido 2 SD2 10 1 10
3 SD3 10 1 10
1 SSD1 10 1 10
Semen diluido 2 SSD2 10 1 10
50C 3 SSD3 10 1 10
TOTAL 90

T.U.E: Tamafio de la unidad experimental

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

2.7. Mediciones experimentales

2.7.1. Macroscopicas

Volumen del eyaculado (ml)

Color del eyaculado

Olor del eyaculado

pH del eyaculado

2.7.2. Microscopicas

Motilidad en masa (%)

Motilidad individual progresiva (%)

Morfoanomalias (%)

Viabilidad espermatica (%)
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2.8. Andlisis estadistico y pruebas de significancia

Los resultados experimentales de la presente investigacion fueron sometidos a los siguientes

analisis estadisticos:

e La separacion de medidas se utilizara el test pertinente de acuerdo a la prueba de Tukey y a
nivel de significancia (P<0,05)

e Estadistica descriptiva.

2.9. Procedimiento experimental

2.9.1. De campo

El desarrollo en el campo correspondié respectivamente a la obtencion de las muestras de semen
de los sementales equinos para ser evaluados con las caracteristicas macroscépicas como es color,
olor, pH y preparacion de las mismas con diluyente y diluyente para refrigeracion a 5°C por 48
horas para empezar con el analisis de las caracteristicas microscopicas.

2.9.2 De Laboratorio

Con las muestras obtenidas y previamente preparadas con diluyentes se precedid a realizar el
analisis microscopico el mismo que nos ayudara a determinar la Motilidad masal (%) Motilidad
individual progresiva (%), Morfoanomalias (%), Viabilidad espermatica (%), Dafio de ADN (%),
gue nos permitira crear una base de datos.

2.10. Metodologia de la investigacion

2.10.1 Mortalidad individual progresiva

Cuando se habla de la mortalidad individual progresiva se considera en linea recta, se considera
que existe un rango que va desde 40 a 90% y se considera un valor aceptable de 50% (Gonzéles, J.

2013).

2.10.2 Viabilidad espermética

La viabilidad espermatica permite conocer el nimero de espermatozoides vivos dentro de una

muestra, dentro de esto se considera que el valor debe ser superior al 60% para considerar en el
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valor adecuado, si el valor es inferior al 60% se habla de una muestra muerta 0 necro zooespérmica

2.10.3. Dafo de ADN

Para la valoracion del dafio de ADN se utiliza una prueba de tincion con la finalidad de observar

los dafios en los espermatozoides.

2.10.4. Morfo anomalias

Las anomalias morfolégicas se basan en una relacion directa que existe en proporciones
anormales de los espermatozoides a evaluar, sin embrago se dentro de las morfo anomalias se
consideran entre el 10 y 25 % cuando se estudia un animal maduro sexual, mientras que cuando
se tiene un porcentaje de morfo anomalias con porcentajes superiores se considera una muestra

de un animal inmaduro sexual.

2.10.5. Mortalidad en masa

El porcentaje de mortalidad en masas se define en un rango entre 60 — 90%, esto debido a la alta
concentracion de espermatozoides la prueba se evalla en escala de 1 a 5 en la cual 1 es el
porcentaje mas bajo y 5 cuando existe mayor movimiento en espermatozoides de muestra.
2.10.6. pH

La medicion del pH se la eval(a en el eyaculado después de ser recogida la muestra del semental
en la cual se considera el metabolismo espermatico el cual menciona que acidifica el ph del semen,
dentro de este rango se considera un pH de 7.2 — 7.6 siendo un pH ligeramente bésico.

2.10.7. Volumen de eyaculado

El volumen de eyaculado depende de la raza, estacion del afio, edad del animal, y en algunos

casos también influye el método de la colecta, se considera o se tiene un rango de volumen de

eyaculado entre 20 — 150 ml en equinos.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de semen fresco y diluido de sementales equinos en la Estacion

Experimental Tunshi

Los resultados obtenidos de los sementales equinos de la Estacién Experimental Tunshi los cuales

fueron factor de estudio se describen en la tabla 1-3

Tabla 1-3: Pardmetros microscopicos de la evaluacion de semen fresco y diluido.

Semen Semen Semen .
VARIABLES Fresco Diluido Congelado E.E.|Prob Sig.
Mortalidad
Individual 70.6 C |65.77 B 15.43 A 103 <0.0001 | **
Progresiva '
Viabilidad 71.35 B 16018 |B |16.93 A |1.13]<0.0001|**
espermatica
Dafio de ADN |81.39 A |87.64 B 90.97 C 1.57 10.0002 |**

E.E.= Error estandar; Prob= Probabilidad; Sig.= Significancia.

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

3.1.1 Mortalidad individual progresiva (%)

Al analizar la variable mortalidad individual progresiva se puede evidenciar las diferencias
significativas en cuanto a los tratamientos en nuestro estudio, teniendo asi que en el tratamiento
con una elevada mortalidad individual progresiva se manifiesta en el semen diluido con un 70,6%,
seguido del semen fresco en el cual presenta un valor de 65.77% y una mortalidad muy baja en el

tratamiento con semen congelado teniendo un valor de 15,45 %.

Mortalidad individual progresiva

80 65,77 70,6
60
40
20 15,43
. ]
Semen congelado Semen Fresco Semen Diluido

Gréfico 1-3. Grafica de barras de la mortalidad individual progresiva

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.
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(Tamay & Vélez, 2018, pp: 44-45) mencionan que la mortalidad individual progresiva en su estudio
obtuvo resultados en semen fresco con un valor bajos de 86.0% y un valor alto de 92.0% en su
estudio, en cuanto al semen descongelado presente existe una mortalidad de entre 54.8% vy de
57.0%, valores que difieren de nuestra investigacion, teniendo una mortalidad en los tres
tratamientos muy inferior con respecto a los autores mencionados, esto se puede deber al tipo de

alimentacion que tienen los sementales.
3.1.2. Variabilidad espermética (%)

En nuestro estudio con respecto a la variable viabilidad espermatica existen diferencias
significativas entre los tratamientos por lo cual el semen congelado que presenta un valor de
16.93% siendo este el valor inferior en nuestro estudio, valor que difiere con los tratamientos de
semen fresco y semen diluido con valores de 71.35% y 69.18% en los cuales no se presenta mas

gue una diferencia numérica entre los tratamientos.

Viabilidad espermatica
80

70
60
50
40
30
A
10

Semen congelado Semen Diluido Semen Fresco

Gréfico 2-3. Gréfica de barras de la viabilidad espermatica

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

Sin embargo (Pérez et al., 2017: p. 6) menciona en sus datos en su estudio de congelacion de semen
equino con adicion dedimetilformamida en la cual la viabilidad espermatica presenta un elevado
con 76% y valor menor de 64%, datos que se encuentran dentro del rango de nuestro estudio en

cuanto al semen congelado.

Mientras qué (Giraldo, 2006, p. 10) menciona que en su estudio la viabilidad espermatica obtuvo un

promedio de 57 +6.4% en el semen fresco, sin embargo, en el mismo estudio en el cual se evalud

alas 24 y 48 horas de congelado se obtuvo los siguientes valores; para el tratamiento con 24 horas
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de refrigeracion un valor de 50.2 + 8.8% y 48 horas un valor de 30.4 + 12% valores inferiores a

nuestro estudio.

3.1.3. Dafio de ADN (%)

El dafio del ADN en nuestro estudio presenta diferencias significativas entre los tratamientos,
teniendo valores con un porcentaje de 81.39% en semen fresco siendo este el tratamiento de menor
valor, el semen congelado presenta un valor de 90.97% siendo este el valor mas alto que presenta
dafio de ADN, y teniendo un valor intermedio con 87.64% en el semen diluido

Dano de ADN
92 90,97
90
88
86
84
82
80
78
76

87,64

81,39

Semen congelado Semen Fresco Semen Diluido

Gréfico 3-3. Grafica de barras con respecto al dafio de ADN

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

Por otro lado (Salazar, 2013, p. 20) en su investigacion evala dos diluyentes de congelacion en semen
equino, en la cual presenta un valor de 13.7% de dafio en semen congelado. (Fernandez et al., 2007;
citado en Salazar, 2013: p. 8) menciona que el dafio al ADN se ve influenciado por el shock por frio,
mismo que empieza el dafio el momento de la descongelacion de la muestra, sin embargo,

aumenta el dafio con la hora de incubacion en refrigeracion a 5°C.
3.1.4. Morfoanomalias (%)
Las morfo anomalias en nuestro estudio no presenta diferencias significativas en los tratamientos

que se evaluaron, sin embargo, presentan diferencias numéricas siendo estos en semen fresco

presentando un valor de 19.9% y semen diluido con el 18.94%.
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Grafico 4-3. Grafica de barras con respecto a las morfo anomalias

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

(Moreno, 2003. p. 150) menciona que en su estudio se reportd un porcentaje del 19% en morfo
anomalias, datos que concuerdan con nuestro estudio, sin embargo se debe considerar que las
morfoanomalias se deben a factores como: la alimentacién, cambios bruscos de temperatura en el
cuerpo del animal y el estrés, debido a estos factores se ve influenciada la concepcién en los

animales.

3.1.5. Mortalidad en masa (%)

La mortalidad de masa en nuestro estudio se tomo en cuenta el semen fresco para la evaluacion

de la variable, siendo asi que presento un valor del 69.35% en mortalidad en masa.

(Tamay & Vélez, 2018: p. 44-45) menciona que en su estudio realizado presenta valores de 86.0% en
semen fresco, en semen descongelado con melatonina un valor de 57% y sin melatonina un valor
de 54.8% considerando que la mortalidad espermaética se ve influenciada por diversas condiciones

externas, las cuales disminuyen la fertilidad de los mismos.

3.1.6. pH

Con respecto al ph dentro de nuestro estudio se evalu6 en funcion de los sementales presentes en
la Estacion Experimental Tunshi en la cual, el semental PSI (Cruce 1) y 75%Anglo Arabe x 25%
Ingles (Cruce 3) presentaron un pH de 7 en el semen eyaculado, mientras qué, el semental

50%Anglo Arabe Ingles x 50% Arabe (Cruce 2) presentd un pH de 6.5.
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Grafico 5-3. Gréfica de barras con respecto al pH

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

(Pérez et al., 2017: p. 5) menciona en su investigacion que los caballos criollos colombianos usados
en el estudio presentan un pH de siete, datos semejantes al de nuestra investigacién en la cual

presento valores enun pH de 6.5y 7.

(Dowsett, 1988; Diaz y Diaz, 1989; citado en Sénchez, 1992) menciona que los pH del semen en potros

suelen presentar un valor de 7.0 a 7.5 los cual presenta una caracteristica alcalina.
3.1.7. Volumen de eyaculado

El volumen de eyaculado en el presente estudio en cada semental de la Estacion Experimental
Tunshi difieren numéricamente entre si, teniendo un valor alto en eyaculado en el semental
50%AAIl x 50%A presentd un volumen de 100ml, mientras que, en el semental 755aa x 25%l

presentd un volumen de 65 ml, y finalmente el semental PSI presento un volumen de 25 ml.

VOLUMEN DE EYACULADO (ml)
120
100
80
60
40 25
b =
0

Cruce 1 Cruce 2 Cruce 3

100

Graéfico 6-3. Grafica de barras con respecto al volumen de eyaculado

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.
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(Tamay & Vélez, 2018, p: 20) menciona que el volumen de eyaculado puede estar en un margen de

50ml y 75 ml, sin embargo en ciertos casos se puede llegar a tener un volumen de eyaculado de

150 - 170 ml, esto dependiendo de las condiciones climéticas en las que se encuentre el animal.

3.1.8. Costos de la tecnologia

Tabla 2-3: Costo total de la tecnologia aplicada.

DESCRIPCION UNIDADES VALOR UNITARIO VALOR TOTAL
Vagina artificial 1 720 720
Jeringas 15 0.15 2.25
Puntas de pipeta 30 14 42
Gasas 30 0.7 21
Porta objetos 30 0.1 3
Cubre objetos 30 0.05 1.5
COSTO TOTAL 789.75

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

El costo de la tecnologia aplicada en nuestro estudio fue de $ 789.75 incluyendo los tres

tratamientos de estudio, dentro de los cuales se toma en cuenta el material que se utilizo en

laboratorio para la valoracion de las variables de estudio, un costo que es relativamente estable

que nos sirve para la valoracion de nuestros sementales en una explotacion y que nos servira para

seguir mejorando en la produccion.
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CONCLUSIONES

e Mediante nuestro estudio realizado se puede evidenciar que la Mortalidad individual
progresiva se ve influenciada por la conservacion del semen, sin embrago, se puede
considerar qué, también se puede ver influenciada por las condiciones en las cuales se

encuentre el animal.

e La viabilidad espermatica se ve influenciada por el medio de conservacion del semen, sin
embrago, este estudio también se pudo ver influenciado por la raza del animal o también por

la edad de los sementales.

e Enel volumen de eyaculado de los sementales presenta diferencias ya que estar influenciado

por la edad de los animales, las condiciones climéticas, y el cruce genético de los animales.

e EIl costo de la tecnologia aplicada en este estudio fue de $ 789.75 incluyendo los tres
tratamientos donde se considera el material que se utilizé en laboratorio para la valoracion de
las variables de estudio, costo que nos sirve para la valoracion de nuestros sementales en una

explotacion y posteriormente mejorar la produccién
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RECOMENDACIONES

Luego de la investigacion realizada podemos recomendar lo siguiente:

Se recomienda que se pueda replicar el estudio teniendo en cuenta la viabilidad espermatica
por animalcon la finalidad de visualizar cual de los cruces genéticos en la Estacion

Experimental Tunshi es mucho més viable para la reproduccion.
Se recomienda utilizar compuestos diluyentes en semen congelado replicando el experimento
para visualizar la mortalidad en masa no sélo en semen fresco, sino en los tres de tratamientos

del experimento.

Replicar el experimento en razas puras para evaluar las variables en este estudio.
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ANEXOS

ANEXO A: MORTALIDAD INDIVIDUALIDAD PROGRESIVA

a. Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V SC al CM F p-valor
Tipo de semen (factor A) 20100 2 10050.31 886.62 <0.0001
Cruce FACTORB 6802.97 4 1700.74 150.04 <0.0001
Tipos de semen(Factor A) * 1267.7 8 158.46 13.98  <0.0001
Cruce (Factor B)
Error 850.17 75 11.34
Total 60490.46 89

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b. Medidas y asignacion de rangos de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05)

Tipos de semen (Factor A) Medias n E.E.
Semen congelado 15.43 30 1.03 A
Semen Diluido 65.77 30 103 B
Semen Fresco 70.60 30 1.03 Cc

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

c. Medidas y asignacién de rangos de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05)

Cruce FACTORB Medias n E.E.

Cruce 2 38.89 27 065 A
Cruce 2 39.00 3 194 A
Cruce 3 55.74 27 0.65 B
Cruce 1 58.03 30 0.61 B C
Cruce 3 61.33 3 1.94 C

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO B: VIABILIDAD ESPERMATICA

a) Andlisis de la varianza (SC TIPO IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Tipos de semen (Factor A) 20436.59 2 10218.30 740.25 <0.0001
Cruce FACTOR B 277.89 4 69.47 5.03 0.0012
Tipos de semen (Factor A)*.  6382.25 8 797.78 57.79 <0.0001
Error 1035.29 75 13.80

Total 58790.99 89

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b) Medidas y asignacion de rangos de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05)

Tipos de semen (Factor A) Medias __ n E.E.

Semen congelado 1693 30 113 A
Semen Diluido 69.18 30 1.13 B
Semen Fresco 71.35 30 1.13 B

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

¢) Medidas y asignacidon de rangos de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05)

Cruce FACTORB Medias n E.E.

Cruce 2 49.67 3 2.15 A
Cruce 2 50.63 27 072 A
Cruce 3 53.67 3 215 A
Cruce 3 54.00 27 0.72 A
Cruce 1 54.47 30 0.68 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO C: DANO DE ADN

a. Analisis de la varianza (SC TIPO IlI)

F.V. SC alCM F__ p-valor
Tipos de semen (Factor A) 509.43 2 25471 9.55 0.0002
Cruce FACTORB 26140 4 6535 245 0.0533
Tipos de semen (Factor A)*.. 30541 8 38.18 143 0.1974
Error 1999.79 75  26.66
Total 3778.22 89

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b.- Medidas y asignacion de rangos acuerdo a la prueba de tukey P (<0.05)

Tipos de semen (Factor A) Medias n E.E.

Semen Fresco 81.39 30 1.57 A
Semen Diluido 87.64 30 1.57 B
Semen congelado 90.97 30 1.57 C

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

c.- Medidas y asignacion de rangos acuerdo a la prueba de Tukey P (<0.05)

Cruce FACTORB Medias n E.E.

Cruce 2 85.11 27 0.99 A
Cruce 1 85.30 30 0.94 A
Cruce 2 86.00 3 2.98 A
Cruce 3 88.00 3 2.98 A
Cruce 3 88.93 27 0.99 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO D: MORFOANOMALIAS

a. Andlisis de la varianza (SC TIPO I)

F.V. SC aCM F p-valor

Tipos de semen (Factor A) 70.42 1 7042 6.33 0.0152
Cruce FACTORB 631.01 4 15775 14.17  <0.0001
Tipos de semen (Factor A)*.. 128.92 4 3223 2.90 0.0312
Error 556.50 50 11.13

Total 1386.85 59

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

b. Medias y asignacion de rangos de acuerdos a la prueba de Tukey P (<0.05)

Tipos de semen (Factor A) Medias n E.E.
Semen Fresco 18.94 30 1.02 B
Semen Diluido 19.19 30 1.02 B

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

c. Medias y asignacion de rangos de acuerdos a la prueba de Tukey P(<0.05)

Cruce FACTORB Medias n E.E.

Cruce 3 12.00 2 3.34 A
Cruce 3 16.78 18 1.11 A B
Cruce 2 20.00 2 3.34 BC
Cruce 2 20.89 18 1.11 BC
Cruce 1 26.30 20 1.05 C

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO E: MORTALIDAD EN MASA

a. Andlisis de la varianza (SC TIPO 1)

F.V. SC gl CM F p-valor
Cruce FACTOR B 1665.31 4 416.33 43.07 <0.0001
Error 241.66 25 9.67
Total 1906.97 29

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO F: VOLUMEN DE EYACULADO (ML)

Animal Volumen
PSI 25
50%

AAIX50%A 100
75%AAX25%] 65

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO G: pH
Animal Volumen
PSI 7
50%
AAIX50%A 7.5
75%AAX25%I 7

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO H: PREPARACION DE LOS EQUIPOS Y MATERIALES

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO I: PREPARACION DE LA VAGINA ARTIFICIAL

i |

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO J: SELECCION DE LOS SEMENTALES

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO K: SELECCION DE LA YEGUA PARA LA EXTRACCION DE SEMEN

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO L: OBTENCION DE LA MUESTRA SEMINAL

a) Extraccion de semen

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



b) Recoleccion de la muestra seminal

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO M: VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

a) Apreciacion de color del semen

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b) Medicion de pH

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO N: PREPARACION DE LA MUESTRA SEMINAL PARA LA VALORACION
MICROSCOPICA

a) Preparacion del diluyente INRA 97

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b) Mezcla del diluyente con la muestra seminal 1:3

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

c) Obtencidn de la muestra para el analisis microscopico

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO O: OBSERVACION MICROSCOPICA

a) Observacion de motilidad en masa (%), motilidad individual progresiva (%), morfoanomalias

(%), viabilidad espermatica (%)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO P: PREPARACION DE LAS MUESTRAS CONGELADAS

a) Descongelamiento de la muestra despues de las 48 horas a 5°C

)

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

b) Preparacion del diluyente a 37 °C




Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.

¢) Mezcla del diluyente con la muestra previamente calentada a 37°C

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

d) Muestras diluidas para el analisis a las 48 horas a 5°C

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.

ANEXO Q: COLOCACION DE LA MUESTRA EN LA PLACA DE CONTEO

Realizado por: Safiaicela, Luis, 2022.



ANEXO R: OBTENCION DE LOS RESULTADOS PARA OBSERVAR LOS DANOS DE

ADN DENTRO DE LA MUESTRA

|
Lﬁ Count  Review Protocol

Mod¢
Date

FL cel
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Current exposure level
Green 14
Red 15

Protocol : New Protocoll

Realizado por: Safaicela, Luis, 2022.
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