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RESUMEN

La mayoria de las sociedades criadoras de las distintas razas equinas aprue-
ban el uso de la inseminacion artificial y la produccién se ha visto beneficiada
con su uso. Estudios recientes en la tecnologia del semen refrigerado han per-
mitido reducir mayores impactos y asi prolongar la viabilidad seminal. Una bue-
na colecta y manejo del semen son claves en el mantenimiento de su calidad.
Para poder refrigerar el semen, éste debe ser diluido. Por esta razén se evalud
su calidad previo a la dilucion para posteriormente comparar la eficacia de la
leche descremada UHT con un diluyente comercial en semen refrigerado. Para
esto se utilizaron tres padrillos Cuarto de Milla definitivos de 9, 6 y 5 anos de
edad. Las muestras se colectaron con vagina artificial utilizando yeguas en celo
previamente inducido con 2cc de Estradiol. El estudio seminal consistié en un
espermiograma completo comparando calidad de eyaculado y las diluciones.
Mediante un analisis estadistico se estudiaron los distintos aspectos de las eta-
pas de monta, las caracteristicas del eyaculado y el efecto de los diluyentes,
obteniendo en lineas generales mejores resultados con el diluyente comercial.
La leche descremada UHT arrojéo muy buenos resultados sélo en las primeras
24 horas de refrigerado, por lo cual se concluyé que la elecciéon de uno u otro
diluyente dependera del tiempo estimado entre la coleccion y la inseminacion.
A su vez, se debe considerar la relacion costo beneficio teniendo en cuenta que
la leche UHT es mas econdmica y de mas facil acceso que los diluyentes co-

merciales.



SUMMARY

The maijority of the equine breeders approve the use of artificial insemination
and production has been benefited by its use. Recent studies on refrigerated
semen technology have allowed to reduce major impacts and thus prolonging
the seminal viability. A good collection and handling of semen are key factors in
maintaining its quality. To be able to refrigerate semen, it should be diluted. For
this reason, prior to dilution, semen quality was assessed to subsequently com-
pare the effectiveness of low-fat UHT milk with a commercial extender for re-
frigerated semen (Equipro™). Three quarter horse stallions of 5, 6 and 9 years
of age were used and samples were collected with artificial vagina using mares
in heat previously induced by 2cc of Estradiol. The seminal evaluation consisted
of a complete spermiogram comparing quality of ejaculate and the effects of the
dilutions. Different aspects of phases of mounting, the ejaculate characteristics
and the effect of diluents, were analyzed, obtaining better results with the com-
mercial extender. UHT skim milk showed very good results only in the first 24
hours, by which it was concluded that the choice of one or another extender will
depend on time estimated between collection and insemination. At the same
time it must be taken into account the cost-benefit, considering that UHT milk is

more economical and of easier access than commercial extenders.



INTRODUCCION

En nuestro pais en los ultimos tiempos se ve un claro reflejo de la situacién
mundial en cuanto a las biotecnologias reproductivas con un aumento notable
en el uso de la inseminacion artificial. Consecuencia del aumento de la popula-
ridad de la industria equina, por la mayor participacion y éxito en los deportes
ecuestres. Es por esto que las principales sociedades de criadores admiten y
registran éstos productos, como ser la sociedad de criadores de caballos crio-
llos (SCCC), arabes (SCCA), cuarto de milla (SCCM) entre otras.

La inseminacion artificial (IA) es una técnica reproductiva efectiva en el aprove-
chamiento del macho superior. Consta de la coleccién de semen; seguido de
su transferencia mediante instrumentos dentro del tracto reproductivo de la
hembra sexualmente receptiva al momento de la ovulacién, resultando en la

fertilizacion del oocito.

La IA se puede realizar con semen fresco, refrigerado o congelado. En casos
en que esta se posponga 12 horas después de la colecta, el semen debe ser
refrigerado. Esto prolongara la longevidad al disminuir la tasa metabdlica del
espermatozoide reduciendo los requerimientos energéticos y nutritivos (Knot-
tenbelt, 2003). La refrigeracion se debe realizar de forma controlada y es por
esto que existen dispositivos especialmente disefiados para dicha funcion co-
mo el Equitainer®, manteniéndolo a una temperatura de 5 °C durante 48 horas
(Knottenbelt, 2003). La técnica de inseminacion artificial consta de la colecta de
semen y el posterior estudio de sus caracteristicas (volumen, concentracion,
motilidad) y determinacién de la dosis inseminante. Para realizar esto el semen
se diluye con el fin de proveerle un ambiente adecuado para su supervivencia,
aumentando su viabilidad. Las cualidades de un buen diluyente son que provea
de un ambiente favorable al espermatozoide, de facil preparacién y almacena-
miento, de bajo costo y que permita una evaluacién del semen de forma preci-
sa. Existen varios diluyentes comerciales en el mercado. La mayoria de los di-
luyentes de semen equino estan basados ya sea en leche descremada o en
yema de huevo (Douglas-Hamilton y col, 1984). En nuestro pais el uso de la
leche UHT descremada se ha extendido ampliamente. El fin de este estudio es

determinar la efectividad de la leche UHT descremada como diluyente en se-



men de padrillo refrigerado al momento de la extraccién, a las 24 y a las 48 ho-
ras. Es por esto que comparamos muestras de semen diluidas con la leche

UHT descremada con un diluyente comercial ya probado, el Equipro™.

Se realizé un espermiograma completo y la prueba de termoresistencia. El es-
permiograma se define como el analisis macroscopico y microscopico del se-
men. A raiz del mismo obtenemos datos del volumen, aspecto y pH asi como
también datos sobre la concentracidén, motilidad, morfologia y longevidad. La
termorresistencia es un método grosero para evaluar la longevidad espermati-
ca; provee una estimacion de la habilidad de los espermatozoides para sobre-
vivir en el utero de la yegua. En ambas pruebas se evaluaron las caracteristi-
cas seminales al momento de la extraccion, a las 24 y a las 48 horas para su

posterior comparacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Anatomia y fisiologia reproductiva del padrillo

La anatomia reproductiva genital del padrillo incluye dos testiculos, localizados
en el escroto, y sus ductos asociados. Hay dos epididimos y cordones esper-
maticos, dos deferentes y dos ampollas que vacian su contenido dentro de la
uretra pélvica. Las glandulas accesorias son la prostata, las vesiculas semina-
les y las glandulas bulbouretrales. Los genitales externos estan compuestos

por el pene y el prepucio (Dyce, 1999).

El escroto esta formado por dos sacos que rodean cada uno de los testiculos y

estan separados por un septum.

Los testiculos son glandulas donde se produce no solo la espermatogénesis
sino también hormonas como la testosterona y la dihidrotestosterona. Se ubi-
can dentro del escroto debajo del borde craneal del pubis. En su conjunto tie-
nen forma globular y asimétrica, irregularmente elipsoide, ligeramente compri-
midos de lado a lado. Sus ejes longitudinales estan en sentido horizontal. El
testiculo se compone de los tubulos seminiferos, los cuales contienen las célu-
las germinativas, las células de Sértoli que producen proteinas que facilitan la
produccion espermatica y llevan nutrientes a las células espermaticas, entre
otras funciones; el intersticio y las células de Leydig que se encuentran en el
intersticio entre los tubulos y son las encargadas de producir la testosterona.
Los tubulos seminiferos se vacian dentro de los tubulos rectos, quienes
desembocan en la rete testis, la cual se continua dentro de los tubulos eferen-

tes y a continuacién en el epididimo.

El descenso testicular se produce al parto o poco después. Sin embargo, en
algunos casos, este evento puede estar retrasado dos a seis meses después
del nacimiento. Puede demorarse también hasta 6 a 24 meses de edad, aun-
que estos padrillos pueden considerarse criptorquidios. En estos casos el tes-
ticulo se encuentra en el canal inguinal y le puede llevar mas tiempo llegar al
anillo inguinal externo y/o escroto. No esta recomendado usar este tipo de pa-

drillos como reproductores, deberia realizarse la orquiectomia.
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El epididimo se situa a lo largo del borde dorsal y se proyecta un poco mas alla
de los polos testiculares. Es donde se produce la maduracion y el almacena-
miento espermatico. Consta de tres partes: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza
(caput epididymis) es una extension de los ductos eferentes, su forma es chata
y se encuentra adherida al testiculo en su parte caudal. Su funcion es la reab-
sorcion del exceso de fluido asociado con la espermatogénesis. El cuerpo (cor-
pus epididymis) es tubular y esta poco adherido a la superficie dorsal del tes-
ticulo. La cola (cauda epididymis) tiene forma de circular a ovoide y al igual que
el cuerpo esta poco adherida al testiculo. Estas dos ultimas producen secrecio-
nes importantes para la maduracion de los espermatozoides. A su vez, la cola
los almacena hasta que ocurre la eyaculacién. El espermatozoide demora entre
8 a 11 dias en atravesar la longitud del epididimo, aunque este tiempo se pue-
de reducir a 3 dias durante la estacion de monta. Del epididimo, el esperma y
sus fluidos asociados se vacian en el conducto deferente. Cada deferente po-
see una ampolla en su terminacion, uniéndose con el ducto de la glandula vesi-
cular respectiva para formar el ducto eyaculador, de pocos milimetros, que

desemboca en la uretra.

El corddn espermatico corre desde el anillo inguinal interno hasta la base de los
testiculos en el escroto. Consiste en la arteria, vena y nervio testiculares, el
tubulo deferente y musculo cremaster. La arteria testicular es muy importante
en la regulacion de la temperatura de la sangre que entra y sale del testiculo.
La arteria y la vena testicular forman el plexo pampiniforme. El musculo cre-
master, quien se encuentra en el aspecto lateral del cordon espermatico, es
quien sube o baja los testiculos durante los cambios de temperatura y provee
de soporte a los testiculos en el escroto. Los testiculos son mantenidos apro-
ximadamente 4 a 6 °C menos que la temperatura corporal, para la maxima pro-

duccién espermatica (Leblanc, 2004).

Las glandulas vesiculares son pares y comprenden de sacos vesiculares, lle-
nos de la fraccién gelatinosa del eyaculado. Las glandulas bulbouretrales, tam-
bién pares, producen secreciones para el mantenimiento de la longevidad es-

permatica en el tracto genital de la hembra.
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El pene del caballo es musculo-cavernoso. Presenta tres cuerpos eréctiles. Es-
tos son, los pilares del pene, el cuerpo cavernoso y el cuerpo esponjoso. Los
pilares se originan en el arco isquiatico y se unen formando la segunda estruc-
tura eréctil, el cuerpo cavernoso. Este esta dividido por un tabique mediano el
cual se va desvaneciendo en su parte distal, presentado un surco ventral donde
se aloja el ultimo elemento, o cuerpo esponjoso. Este ultimo, forma el glande, el
cual se asemeja a un hongo. En la corona, su parte mas ancha, se encuentra la
protrusion de la uretra hacia una fosa. En reposo, el pene se encuentra en la
cavidad prepucial. El prepucio equino presenta la caracteristica de poseer un

pliegue que permite un alargamiento mayor del pene durante la ereccion.

La anatomia reproductiva funcional del macho también incluye al Sistema Neu-

ro-Endocrino Hipotalamico-Pituitario-Testicular.

El padrillo tiene comportamiento reproductivo estacional. Un aumento de las
horas luz, lo cual significara una disminucién en las horas de secrecion de me-
latonina por la glandula pineal, estimula al hipotalamo a secretar hormona libe-
radora de gonadotropinas (GnRH). Esta es secretada de manera pulsatil y ac-
tua sobre la pituitaria anterior. Es aqui donde las células gonadotrépicas sinteti-
zan y secretan las gonadotropinas, la hormona foliculo estimulante (FSH) y
hormona luteinizante (LH). De manera individual, los gonadotropos tienen la
habilidad de secretar FSH, LH o ambas, la liberacion de FSH y LH dependen
del patrén pulsatil de GnRH. La secrecién irregular de pulsos de baja amplitud
de GnRH da lugar a la liberacién de FSH, mientras que los pulsos secretores

de alta frecuencia de GnRH inducen la liberacion de LH (Cunningham, 1999).

Las células de Leydig convierten el colesterol en testosterona por la estimula-
cién de la LH. Esta no solo se dirige hacia la circulacion general sino también a
los testiculos, donde es necesaria para la espermatogénesis. La testosterona
tiene feedback positivo y negativo sobre la hipdfisis y el hipotdlamo. Parte de la
misma, es convertida en estrégenos por las células de Leydig y otra parte por
el hipotalamo y la hipdfisis. Las células de Leydig también secretan oxitocina, la
cual actua a nivel de los tubulos seminiferos estimulando su contraccién y pro-

mueve el transporte de las células germinales a lo largo de los tubulos.
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La hormona foliculo estimulante actua sobre las células de Sertoli induciendo la
liberacion de inhibina, activina y proteina fijadora de andrégeno. La FSH no es
completamente dependiente de la GnRH en el macho. La inhibina y la activina
también inhiben y promueven respectivamente la liberacion de la hormona fo-
liculo estimulante. La proteina fijadora de andrégenos se une a la testosterona
y a la dihidrotestosterona para provocar las altas concentraciones logradas a

nivel testicular en las células germinales.

La espermatogénesis es el proceso de maduracion de las células germinales
testiculares (espermatogonias) a espermatozoides. Este proceso requiere de
divisiones mitéticas y meidticas de las células germinales. Cuando el macho
llega a la pubertad, donde hay una activacién del eje hormonal y una activacién
de la testosterona, aumenta el numero de espermatogonias y comienza la pri-

mera ola espermatogénica.

La pubertad se define como el comienzo de la funcién reproductiva exitosa. En
el potrillo, la pubertad por lo general se alcanza a los 18 meses promedio, don-
de comienzan a mostrar un comportamiento tipico masculino. La libido empieza
a mejorar un afno después de que el animal presenta la pubertad. A los 9 me-
ses de edad, las concentraciones de hormona luteinizante (LH) y hormona fo-
liculo estimulante (FSH) comienzan a incrementar en circulacion. A los 12 me-
ses de edad, los testiculos empiezan a aumentar de tamafo, 1 mm por semana
desde los 12 hasta los 18 meses (Knottenbelt, 2003).

La espermatogénesis ocurre en ciclos u ondas dentro de los tubulos seminife-
ros. Dependiendo de la localizacién en que se encuentre del tubulo seminifero,
podemos encontrar diferentes estadios del ciclo. La espermatogénesis se com-
pleta a los 57 dias promedio, desde la forma de espermatogonia a la forma de
espermatozoide maduro. Por lo general la espermatogénesis se divide en tres
etapas principales, la espermatocitogénesis (mitosis y diferenciacion de esper-
matogonias), la meiosis (multiplicacion de espermatocitos primarios, dando ori-
gen a espermatidas) y la espermiogénesis (diferenciacion de espermatidas re-
dondas a espermatidas largas). A estas espermatidas se les llama espermato-
zoides una vez que son liberadas del epitelio seminifero dentro del lumen tubu-

lar. Los eventos principales de la espermatogénesis son la formacién del acro-

13



soma a partir del complejo de Golgi, la condensacion y elongacion del nucleo,
la formacion del flagelo y el desecho de una cantidad abundante de citoplasma.
La cabeza del espermatozoide contiene el material genético. Recubriendo la
cabeza se encuentra el acrosoma conteniendo enzimas hidroliticas necesarias
para la penetracion del oocito. La parte media contiene las mitocondrias, que

proveen la energia para producir el movimiento de la cola.

La produccién espermatica diaria es de 3,2 a 6,6 mil millones de espermatozoi-
des. Esta disminuye un 20% en los padrillos maduros fuera de la estacion re-
productiva. A su vez, puede llegar a disminuir hasta un 35% en padrillos geria-
tricos o0 de mas de 13 anos de edad. Padrillos menores de 6 afos no solo pro-
ducen menor volumen total sino también menor volumen de fraccién sin gel y
menor numero de espermatozoides por eyaculado que padrillos maduros. A los
6 afnos se completa la maduracién del padrillo por lo que no encontraremos
diferencias entre éstos y uno de mayor edad. En contraste, la eficiencia de la
produccion espermatica aumenta en un 50% durante la estacion de monta y
tiene un sostenido aumento desde la etapa postpuberal a la de padrillo maduro
junto con el tamafo testicular. El tamafo testicular esta altamente correlacio-
nado con la produccion espermatica diaria. Ofrece informacion valiosa al técni-
Co ya que se puede estimar la produccion espermatica. Padrillos que presenten
un ancho escrotal menor a 80 mm no deberian ser usados en programas de
monta ya que sus testiculos seran considerados hipoplasicos. El 40% de la va-
riacion del tamafio testicular se debe a la diferencia de edad. Aunque el tamafio
testicular es un factor importante, es necesario que el tejido testicular sea nor-
mal. La consistencia testicular debe ser semejante a una pelota de tenis, cual-
quier cambio en esta puede llegar a ser una causa potencial en la disminucién

de la produccién espermatica.

La frecuencia de eyaculacion afecta al volumen total y al numero de esperma-
tozoides por eyaculado hasta que se alcance la produccién espermatica diaria,
es decir que cuanto mas frecuente se colecte el semen menor sera el volumen.
La produccion espermatica diaria se refiere al total de espermatozoides que un
padrillo puede eyacular por dia, tras haber provocado la deplecion de las reser-
vas espermaticas extra gonadales. Estas reservas estan primariamente en la

cola del epididimo y pueden ser de 3 a 4 veces el valor actual de la produccién
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espermatica diaria. Por lo tanto, debemos reducir estas reservas previo a la
evaluacion de la fertilidad del padrillo ya que el numero de espermatozoides
colectados no seria representativos (Youngquist, 1997). La produccién esper-
matica diaria se determina tras 5 a 7 dias de sucesivas colectas. Teniendo esta
informacion el propietario puede saber cuantas yeguas podra cubrir o inseminar

su padrillo por dia.

Espermiograma

Se define como el analisis macroscépico y microscopico del semen. A raiz del
mismo se obtienen datos del volumen, aspecto y pH asi como también datos
sobre la concentracion, motilidad, morfologia y longevidad. El objetivo de este

estudio es determinar si el semen del padrillo es apto para preiar.

Para realizar una correcta evaluacién del semen se debe hacer de manera me-
tédica, por una persona con experiencia y en condiciones de laboratorio ade-
cuadas. En una primera instancia se debera separar la fraccion gel del eyacu-
lado. Esta fraccion contiene un bajo nimero de espermatozoides que general-
mente se encuentran muertos y es la ultima porcién del eyaculado. Este proce-
so de separacion se puede realizar mediante aspiracién con una jeringa estéril,
una cuidadosa decantacion o por medio de la filtracion, ya sea a través de una
gasa o con un sistema incorporado a la vagina artificial. Una vez extraida la
porcidn gel, se mide el volumen teniendo éste poca relacién con la determina-
cion de la fertilidad (Blanchard, 2003). Igualmente, la correcta determinacion
del volumen es esencial para el calculo del total de espermatozoides. Normal-
mente la produccion seminal del padrillo es de 70 mL aproximadamente. Sin
embargo, varia considerablemente pudiendo ser desde 30 a 250 mL (Davies
Morel, 2005). A su vez, se evalua el aspecto el cual es normalmente de color
blanco lechoso, no evidenciando manchas de sangre, contaminacion con orina
o coagulos. Un pH seminal aceptable es de 7,2 a 7,7. Los pH acidos tienen un
efecto espermicida, por el contrario los pH alcalinos pueden indicar la presencia

de material extrafio o infeccion.
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La concentracion espermatica es muy importante para la valoracion del semen.
Para la determinacion de la concentracion de una muestra espermatica debe-
mos tomar un volumen predeterminado de semen puro y mezclarlo con un vo-
lumen predeterminado de diluyente. Esto puede ser llevado a cabo usando un
hematocitometro (camara de Neubauer), espectrofotometro, densitobmetro o un
método computarizado. ElI hematocitometro consta de un portaobjetos para
contar células con un cubre bajo el cual se coloca un determinado volumen de
semen diluido y se observa al microscopio. A partir del nuUmero de espermato-
zoides contados y el factor de dilucion se puede calcular la concentracién es-
permatica. Tiene como ventaja ser barato y el unico método que cuenta los es-
permatozoides directamente ya que el espectrofotometro y el densitometro eva-
ltan la opacidad del fluido, por ende tienen el potencial de dar valores mayores
de lo normal debido a la presencia de material no espermatico. Como desven-
tajas, el hematocitdmetro consume mayor tiempo y se producen mayores erro-
res debidos a la dilucién y al pipeteado. La concentracion espermatica en el
semen equino tiene valores de 30-600x10° espermatozoides por mililitro de
semen. Se necesitan 100x10° espermatozoides por mililitro para obtener una

buena fertilizacién (Davies, 2005).

Para realizar la evaluacion microscopica se debe observar la motilidad del se-
men puro y posteriormente diluir la muestra para poder observar con mayor
detalle los espermatozoides individualmente, ya que tienen tendencia a agre-
garse (Knottenbelt y col., 2003). La motilidad total se expresa en porcentaje de
espermatozoides moviéndose en un campo microscopico en el centro del pre-
parado. Esta valoracion es un tanto subjetiva ya que depende del observador.
Por esto es que existen métodos automatizados como el CASA (Computer
Asissted Semen Analysis) los cuales involucran una camara de video conecta-
da a un microscopio de contraste de fase y a una computadora que digitaliza
las imagenes del tamafo y de los movimientos espermaticos. Estas imagenes,
permiten analizar la velocidad de las células, el movimiento rectilineo, circular o
lateral. EI movimiento de dichos espermatozoides debe ser progresivo, siendo
los movimientos oscilatorios o en circulos anormales. Un semen con una moti-
lidad activa y progresiva del 40% puede considerarse adecuado para la insemi-

nacion artificial (ColenBrander y col., 1992; Ricketts, 1993; Davies Morel,
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1999). No obstante, la correlacién entre motilidad y fertilidad es variable y baja
(0,7) (Pickett y col., 1975; Samper y col., 1991; Jasko y col., 1992; Heitland y
col., 1996). Algunos factores extrinsecos que afectan la motilidad inicial seran
magnificados cuando se evalue la longevidad. Por lo tanto, algunos de estos
factores no son detectados si s6lo se evalua la motilidad inicial, pero pueden

ser obvios cuando el semen es evaluado a lo largo del tiempo.

La termorresistencia es un método grosero para evaluar la longevidad esper-
matica. Provee una estimacion de la habilidad de los espermatozoides para
sobrevivir en el utero de la yegua. Es una prueba sencilla, de bajo costo, facil-
mente reproducible donde se estudian las variaciones en la motilidad esperma-
tica. Consiste en someter a alicuotas del semen diluido y refrigerado a bano
maria a una temperatura similar a la corporal (37 °C). Se realiza una evalua-
cion de la motilidad inicial y luego al cabo de varios intervalos. Esto se hace
colocando una gota del semen diluido sobre un portaobjetos a 37 °C con un

cubreobjetos y se observa al microscopio éptico.

La motilidad debe de ser evaluada hasta que cae por debajo de un 25%. El
tiempo que transcurrié hasta que la motilidad alcanza dicho valor, debe ser re-
gistrado. El semen refrigerado, no deberia de almacenarse por mas tiempo del

que fue registrado, ya que no seria de utilidad para la inseminacion artificial.

Bajo condiciones naturales la regulacién de la motilidad espermatica ocurre en
tres puntos criticos. La reserva epididimal (cauda epididimal y el ducto deferen-
te) — supresiéon de la motilidad; eyaculacion- activacién de la motilidad; reserva
oviductal- hiperactivacion de la motilidad. La migracién espermatica al oviducto
es dependiente en gran parte de las contracciones uterinas. El tiempo requeri-
do para que los espermatozoides tengan acceso al oviducto no ha sido estu-
diado extensivamente. Se han detectado los espermatozoides en el oviducto a
las 2 horas post inseminacion. EI numero suficiente de espermatozoides para
establecer una prefiez puede ser transportado dentro del oviducto 30 minutos
post inseminacion. Las tasas de prefiez son maximizadas retrasando el lavaje

uterino hasta 4 horas post inseminacién (Dickson y col, 2011).

Las guias para la evaluacion del semen de prospectos de padrillos elaboradas

por la Sociedad de Teriogenologia de EEUU recomiendan que semen manteni-
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do a temperatura ambiente deberia de conservar el 10% de su motilidad pro-
gresiva a las 6 y a las 24 horas para semen puro y diluido respectivamente
(Schumacher y Moll, 2011).

En general, el numero de espermatozoides y la motilidad progresiva son las
dos principales causas de infertilidad en padrillos (Gordon, 1997). La oligoes-
permia es considerada la mayor causa de infertilidad en padrillos y esta aso-
ciada a degeneracion testicular causada por procesos patoldgicos (orquitis,

epididimitis) o cambios seniles en padrillos viejos.

Para el examen morfoldgico, método muy utilizado para evaluar la fertilidad del
padrillo, se examinan los espermatozoides de una muestra diluida. Se obser-
van individualmente y se toma nota del porcentaje de espermatozoides anor-
males en la muestra. Si un espermatozoide individual tiene mas de una anor-
malidad deberian ser registradas; sin embargo solo un espermatozoide debe

ser contado como parte del total de espermatozoides contabilizados.

Para mejorar la visualizacion de la morfologia espermatica, se cuentan con
distintas tinciones, como son la Eosina-Nigrosina la cual tifie las cabezas de los
espermatozoides muertos de violeta, tinciones del acrosoma, test de inmuno-

fluorescencia y marcado con anticuerpos monoclonales.

Las anormalidades se clasifican en primarias, fallo en la espermatogénesis o
maduracion del espermatozoide, secundarias, danos producidos durante la
eyaculacioén y terciarias, en casos de manipulaciones inadecuadas después de
la eyaculacién. Los primeros fallos suelen estar caracterizados por espermato-
zoides con dos cabezas, dos colas, sin pieza intermedia o sin cola, colas rudi-
mentarias o0 colas excesivamente enroscadas, indicando problemas a largo
plazo o incluso permanentes. Los dafios en la maduracion suelen verse repre-
sentados por la presencia de gotas citoplasmaticas en la pieza intermedia del
espermatozoide. Dicha gota corre hacia el final de la cola, desapareciendo ha-
cia el final de la maduracion. Por lo general representan un problema transitorio
que se soluciona con un periodo de descanso. Finalmente, pérdidas del acro-
soma, zonas intermedias deshilachadas o engrosadas y explosiéon de cabeza
son debidas a dafios después del eyaculado asi como también colas enrolladas

y piezas intermedias dobladas por shock térmico. Se ha evidenciado que en la
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especie equina, el shock por frio ocurre entre los 19 °C y 8 °C. No se entiende
este mecanismo lo suficientemente bien pero se sabe que esta involucrada la
membrana porque cuando la temperatura disminuye hay una pérdida de fosfo-
lipidos (Batellier y col., 2001).

La teratospermia se define como un eyaculado con mas de 40% de anormali-
dades morfoldgicas. Dentro de sus causas, las mas comunes son degenera-
cion testicular, enfermedades epididimales y otros problemas de salud general

del padrillo.

La presencia de anormalidades morfolégicas en cuanto a su papel en la fertili-
dad, sigue siendo un tema en discusion. La alta incidencia de una anormalidad
podria no ser tan critica para la fertilidad como la presencia de multiples anor-
malidades (Tibary; Rodriguez, 2011). El semen que contiene un 65% o0 mas
espermatozoides morfolégicamente normales, se considera apropiado para la
inseminacion artificial (Fayrer-Hosken y Caudle, 1989; Pickett, 1993; Davies
Morel, 1999).

Colecta de semen

Para la obtencion de la muestra de semen se puede optar por varios métodos.
El mas facil pero menos fiable por su variabilidad en calidad es la recogida de
muestras al desmontar. Esto se hace colocando el semen que gotea del padri-
llo en un recipiente estéril después de haber retirado la yegua. Este tipo de
muestras suelen tener bajas concentraciones de espermatozoides y una alta
carga bacteriana. Otro método también sencillo pero poco utilizado es la ex-
traccién del semen de la vagina anterior inmediatamente post coépula. En este
caso el semen ha tomado contacto con las secreciones acidas vaginales es-
permicidas. A través de ninguno de los dos métodos mencionados anteriormen-

te podemos evaluar correctamente las caracteristicas seminales.

A su vez, se han desarrollado dispositivos similares a condones. Hay opiniones
controversiales sobre su uso ya que para algunos funcionan muy bien y para

otros tienden a romperse y desprenderse facilmente.
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Otro método menos utilizado es la coleccidon por estimulaciéon quimica, con Xi-
lacina y/o Imipramina junto con estimulacion manual, resultando normalmente
en un eyaculado muy concentrado de poco volumen. Esto es de gran utilidad
para padrillos con problemas musculo esquelético o fisicos que impidan la

monta.

Finalmente el método mas utilizado en la actualidad es la vagina artificial (VA).
En las ultimas décadas se ha trabajado y mejorado en el disefio de la VA, lo
que ha simplificado el proceso de colecta. Existen varios modelos disponibles
tales como el Cambridge, Colorado, Missouri, Nishikawa y Hannover, todos
ellos con el mismo disefio general. Este consiste en una cubierta sélida exterior
tubular, una interna usualmente de latex entre las cuales hay una camisa don-
de se coloca el agua por medio de una valvula o un tapén. Este sistema de co-
leccion esta disefiado para que el semen contacte lo menos posible con la en-
voltura interna de latex ya que los materiales de goma son téxicos para los es-
permatozoides. Colborn y col. (1990) demostraron que el semen colectado con
vaginas revestidas con polietileno presenta una mayor motilidad que los colec-

tados con vaginas revestidas de goma.

La VA debe ser preparada inmediatamente antes de la coleccion de semen. Se
llena con agua caliente entre 48 y 50 °C para proveer una temperatura interna
ligeramente superior a la corporal (44 a 48 °C). La temperatura de la VA debe-
ria de estar por encima de los 6 a 8 °C de la corporal, lo que parece estimular
la copulacion sin dafiar los espermatozoides (Knottembelt y col., 2003). Si la
temperatura es demasiado baja el esperma sufre un shock térmico y muere, si
estd demasiado caliente tiene un efecto perjudicial, corriendo el riesgo de que
el padrillo no quiera volver a utilizar la VA e incluso realizar un servicio natural.
La cantidad de agua debe ser la adecuada para que la presion interior de la VA
sea lo mas parecido posible a lo que experimenta el pene dentro de la vagina
natural. Modelos como el Missouri permiten incrementar la presion de la luz
inflando el compartimento del agua con aire minimizando el peso final de la VA.
La envoltura interna suele estar cubierta por otra envoltura adicional desecha-
ble estéril, util en el caso de extraccion de varios padrillos, eliminando asi cual-

quier chance de contaminacion cruzada, ya sea bacteriana o seminal.
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Antes de la coleccion la superficie interna de la vagina artificial debe ser lubri-
cada con un lubricante que no sea espermicida. Se coloca un filtro de semen

en el recipiente adherido al final de la VA para filtrar la porcién gel.

Es de suma importancia que el personal involucrado sea consciente de los pro-
cedimientos a realizar ya que son maniobras peligrosas para el operador. El
lado donde se realice la colecta, no afectara el eyaculado, pero una vez que el
padrillo se haya acostumbrado de uno de los lados es conveniente continuar de

la misma forma en el futuro.

El padrillo debe ser estimulado con una hembra con comportamiento estral pa-
ra la ereccion. Una vez erecto el pene es necesario su inspeccion en busca de
lesiones y lavado con agua tibia para minimizar la contaminacién del eyaculado
con bacterias, suciedad y restos epiteliales de la superficie del pene. Se debe
tener especial cuidado en el lavado de la fosa uretral. El pene es rutinariamente
lavado solamente con agua tibia ya que lavajes repetidos con jabdn, remueven
la flora bacteriana normal permitiendo el crecimiento de microorganismos po-
tencialmente patdgenos. Después del lavado el pene debe ser secado con toa-

llas de papel ya que el agua es espermicida.

Para la monta se puede utilizar tanto una hembra en estro como una hembra
en anestro con un tratamiento hormonal con estradiol, lo cual induce estro sin
ovulacion (estro no fisiolégico o inducido). Alternativamente, el padrillo puede
montar un maniqui. En el caso de la hembra, debe de estar mostrando un buen
comportamiento estral y encontrarse receptiva al padrillo. Es conveniente que
sea tranquila, debe ser maneada, su cola vendada y atada hacia el lado opues-
to a la colecta. El perineo debe ser lavado evitando dejar residuos de jabén y
secado con papel toalla. La mayoria de los padrillos suelen utilizar los maniquis
sin problemas. Sin embargo, otros no se muestran dispuestos, normalmente

como resultado de una pobre libido.

Una vez que el padrillo monta la yegua o el maniqui, su pene debe ser desvia-
do e introducido en la VA. Esta maniobra debe ser realizada lo antes posible,
tratando de que un 50% o mas sea insertado y mantenido dentro de la VA. Si
esto no ocurre el glande se dilata, siendo demasiado grande para permitir la

penetracidon completa en la VA y resultando en una falla eyaculatoria por una
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inadecuada estimulacion peneana. Para realizar una adecuada estimulacion es

importante que el glande sienta presién en el fondo de la vagina.

Estando el pene dentro de la VA, el recipiente de coleccién debe ser mantenido
paralelo al piso o ligeramente hacia abajo para asegurar el flujo libre del eyacu-
lado dentro del recipiente. La VA debe ser mantenida en un angulo que le sea
apropiado al padrillo. Una mano del colector es usada para sostener la VA
mientras que la otra es colocada con el dedo pulgar dorsal y los cuatro dedos
restantes ventrales a la base del pene y asi palpar los flujos eyaculatorios que
son de 3 a 5 por eyaculacion. Otros signos de eyaculacion que pueden estar
presentes o no, son el “zapateo” cuando el padrillo retira y apoya alternada-
mente los miembros posteriores, “movimientos de bandera” de cola hacia dor-
sal y ventral. La eyaculacidon usualmente ocurre luego de 4 a 5 empujes. A me-
dida que el pene se relaja, la mano sobre el pene se usa para quitar el semen

restante.

El agua dentro de la VA se debe de extraer inmediatamente luego de la eyacu-
lacion para permitir que el semen fluya dentro del recipiente de coleccion. Es
necesario proteger la colecta de los rayos UV. Para esto debemos tener la pre-

caucion de no exponerla a la luz solar directa.

En el caso de que los padrillos no realicen los empujes eyaculatorios, puede
ser necesario para el colector cambiar la presion o la temperatura dentro de la
vagina. Compresas de agua tibia o la presion misma de la mano del colector en

la base del pene pueden ayudar a la estimulacion de la eyaculacion.

Manejo del semen post extraccion y almacenamiento

Durante la coleccion de semen y su posterior transporte al laboratorio, la mues-
tra debe ser mantenida a una temperatura de 37 °C hasta su evaluacién. Es
por esto que todo el instrumental que tenga contacto con el semen, debera es-
tar calentado a la temperatura mencionada anteriormente. Es conveniente usar
microscopios con platina térmica, asi como también calentar los porta y cu-

breobjetos y pipetas para evitar el shock de frio.
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Aire, luz ultravioleta, agua, sangre y/u orina son considerados espermicidas,

por consiguiente no deberian tener contacto con nuestra muestra.

El plasma seminal juega un papel importante. Una concentracion muy alta tiene
efecto deletéreo en semen almacenado refrigerado; se ha reportado que la
centrifugacion y la remocién parcial del plasma seminal (dejando un 12%) pre-
vio al almacenamiento a 5 °C por 24-48 h, resultd en un aumento de la motili-
dad en semen de padrillos cuyas caracteristicas moétiles eran ampliamente me-
nores mediante el procesamiento convencional (Rigby y col., 2001). Por otro
lado, la eliminacidn total de éste produce una marcada disminucién de la motili-
dad, sugiriendo que una pequefia concentracién de plasma seminal o sustituto
de éste es esencial para la mantencion de la motilidad espermatica. En conclu-
sion, la concentracion del plasma seminal en semen diluido debe ser menor al
20%.

Idealmente el semen deberia ser diluido dentro de los 3 minutos post coleccion.
Se debera colocar la muestra en un diluyente precalentado a 37 °C a base de
leche con una dilucion de 1:2 o 1:4. A mayor factor de dilucién mayor supervi-
vencia de los espermatozoides (Varner y col, 1991). La tasa minima de dilucién
recomendada es de 1:1 siempre y cuando el semen se use dentro de las 2 a 4

horas posteriores a la extraccion, en donde se debe usar una mayor dilucién.

La razon por la cual se diluye el semen es que se provee a los espermatozoi-
des de nutrientes o sustratos metabolizables que aumentan su longevidad ya
que les aportan energia, especialmente si estan en condiciones ambientales
desfavorables en las cuales no sobreviviria en su forma pura. Los diluyentes a
su vez aumentan la viabilidad del semen de padrillos sub fértiles asi como tam-
bién aumentan el volumen inseminante en programas de inseminacién en los
cuales se requieren unos pocos mililitros de semen puro. Los diluyentes tam-
bién son usados gracias a que contienen antibidticos los cuales previenen el
crecimiento bacteriano y por ende su transmisién. Las cualidades de un buen
diluyente son que provea de un ambiente favorable al espermatozoide, de facil
preparacion y almacenamiento, de bajo costo y que nos permita una evaluacién
del semen de forma precisa. La mayoria de los diluyentes de semen equino

estan basados ya sea en leche descremada o en yema de huevo (Douglas-
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Hamilton y col, 1984). Los mas comunmente usados estan basados en leche
descremada desecada en polvo. Las lipoproteinas presentes tanto en leche
como en yema de huevo protegen al espermatozoide del shock térmico al es-

tabilizar las membranas celulares.

Algunos diluyentes contienen antibiéticos como polimixina B, amikacina, ami-
kacina y penicilina y ticarcilina; siendo los mas usados el sulfato de amikacina
(1Tmg/mL) y la penicilina potasica (1000 Ul/mL). El uso de la gentamicina, por
su mayor dafio a los espermatozoides en comparacion con los anteriores ha
ido disminuyendo. El tipo de antibiético puede afectar la motilidad espermatica,
como se ha demostrado mediante estudios en los cuales la gentamicina sobre
cierta concentracion disminuye la motilidad. Sin embargo, en un estudio recien-
te los diluyentes usando gentamicina resultaron mejores en la retencion de la
motilidad espermatica que otros diluyentes. Evidentemente, el nivel de genta-
micina usado en estos diluyentes no fue detrimental en la motilidad espermati-
ca (LeFrapper y col, 2010). Se ha intentado usar plasma y calostro como dilu-
yente ya que ambos tienen grandes cantidades de inmunoglobulinas pero no
han dado resultados satisfactorios. La decisién sobre cual diluyente utilizar de-
pende de las caracteristicas seminales individuales de cada padrillo dependien-

tes de las diferencias en constituyentes especificos del diluyente.

Si se utiliza el semen fresco se debera colocar en una incubadora a 37 °C de-

biendo utilizarse en las proximas 12 horas.

Recientemente ha habido un aumento constante en el uso de semen refrigera-
do en América Latina. Este aumento se debe a que en la actualidad existen
métodos efectivos de refrigeracién y la aceptacion de distintas tecnologias de la
reproduccién por numerosas razas. El uso de semen refrigerado frente la mon-
ta natural cuenta con varias ventajas como ser que permite evaluar la calidad
seminal y el numero de espermatozoides utilizados en una dosis de insemina-
cion; la abolicion de las restricciones geograficas, pudiendo acceder a semen
de mayor calidad facilmente; minimizacién de la transmisiéon de enfermedades
tanto venéreas como sistémicas; la posibilidad de utilizar padrillos con lesiones
fisicas, problemas psicolégicos, que no le permitan la monta natural; un mayor

numero de yeguas pueden ser servidas por eyaculado logrando un mejor apro-
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vechamiento del padrillo. En la yegua los beneficios estan dados por ser inne-
cesario su transporte para la cubricion, disminuyendo los riesgos asociados; la
posibilidad de prenar yeguas con enfermedades crénicas, anormalidades es-
queléticas, problemas comportamentales, yeguas con endometritis post-
servicio, en quienes no se recomienda la monta natural. Sin embargo, el uso de
semen refrigerado también tiene sus desventajas. Dentro de estas se encuen-
tran que tiene corta longevidad (24 a 48 horas); la fertilidad se ve reducida en
caso de semen de padrillos poco resistentes a la refrigeracion; alta susceptibili-
dad de los espermatozoides a dafios ambientales por lo que se debe de tener

una alta demanda técnica.

En cuanto al semen congelado, requiere técnicos mas especializados que para
el semen refrigerado para poder hacer uso del mismo. Esta tecnologia frente a
la anterior resulta en una menor fertilidad, ademas de que los costos de trans-
porte son mayores. A su vez como el semen congelado tiene una menor longe-
vidad en el tracto reproductivo de la hembra, se requiere una mayor sincronia
entre la inseminacion y la ovulacion; por lo tanto mayores costos son necesa-
rios por la revisacion periddica de la yegua en el seguimiento folicular. En con-
traste, el transporte de semen congelado ofrece a los criadores beneficios adi-
cionales que no son disponibles con el semen refrigerado. Algunas de estas
son, los padrillos no tienen que estar disponibles siempre que haya demanda,
mas que nada en la estacion de monta; enfermedad o muerte del padrillo no
impiden la inseminacién de yeguas con su semen; tiene mayor facilidad en
cuanto a los tiempos de transporte ya que puede ser almacenado en el esta-
blecimiento hasta el momento de la inseminacion; permite el envio del semen a
paises extranjeros; hay un mayor aprovechamiento ya que el semen colectado
para congelarse es procesado resultando en un promedio de 10 a 12 dosis
promedio por eyaculado. En cambio, con semen refrigerado generalmente se
realiza la colecta para 1 0 2 yeguas, se inseminan y el sobrenadante se descar-

ta.

En términos generales se entiende que las tasas de concepcion con semen
refrigerado son mayores que con semen congelado (Metcalf, 2005). Samper y
col. (2002) obtuvieron en un estudio donde 876 yeguas fueron inseminadas con

semen congelado de 106 padrillos, un 53,5% de prefez por ciclo. En cambio,
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Heiskanen y col. (1994) reportaron un 87% de prefiez por ciclo en un estudio
realizado donde se inseminaron 26 yeguas con semen refrigerado de 3 padri-

llos por 40 horas.

La dilucién, centrifugacion y subsecuente remocion del plasma seminal en el
semen para congelacion no producen dafios mayores, sin embargo el mayor
dafio ocurre durante el proceso de congelado y descongelado (Gordon, 1997).
Ellington y col. (2000), demostraron que el descongelado del semen produce
que los espermatozoides no se unan normalmente al epitelio del oviducto, lo
que trae una disminucién en la habilidad de la hembra para establecer reservas
espermaticas en su tracto reproductivo. Estas reservas aseguran que haya es-
permatozoides viables presentes en el oviducto al momento de la ovulacion

cuando la inseminacion precede a la ovulacion.

El semen refrigerado prolonga la longevidad espermatica ya que disminuye la
tasa metabdlica de los mismos, reduciendo los requerimientos energéticos y
nutrientes. Cuando el semen es llevado a la temperatura normal (37 °C) la tasa
metabdlica retoma su normalidad asi como también la motilidad y la fertilidad.
Para maximizar la viabilidad y la motilidad espermatica, el refrigerado del se-
men deberia de ser a una tasa controlada. El enfriado muy rapido resulta en
dafios de la membrana espermatica, con la pérdida de lipidos, iones y otras
sustancias, resultando en una disminucion de la motilidad y depresién del me-
tabolismo celular. Estos cambios son irreversibles y son comunmente conoci-
dos como el shock de frio. La técnica se debe realizar mediante un enfriamiento
rapido (de 0,5-0,3 °C/minuto) desde los 37 °C hasta los 20 °C. Después de que
se alcanza esta temperatura, debe ser mas lento (<0,1°C/minuto) hasta los 5
°C. La zona critica de enfriado para el semen equino es entre los 19 °C y 8 °C
(Battellier y col, 2001).

Existen varios métodos a partir de los cuales se puede refrigerar el semen. Uno
de ellos es un contenedor designado especialmente para el transporte de se-
men refrigerado y es quien provee el proceso de refrigerado incremental mas
controlado, el Equitainer®. Este es un método que es recomendado y confiable.

Otra opcién es usar cajas de espumaplast con refrigerantes. En este caso el
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semen es refrigerado a un gradiente mas abrupto que en el Equitainer®. Una
vez que almacenamos el semen en la caja no deberia de ser retirado por varias
horas. Como ultimo método de refrigeracién tenemos la colocacion directa en
un refrigerador. Si se utiliza este ultimo método es aconsejable el uso de un

buffer para retardar el proceso de enfriado.

Equipro™ vs Leche descremada UHT

Numerosos diluyentes han sido formulados para su uso con semen refrigerado
de padrillo. La mayor parte de ellos mantiene una motilidad espermatica acep-
table por 24 horas pero tiempos mayores a este resultan en una motilidad de-
creciente. La mayoria de estos diluyentes se basan en la formula documentada
por Kenney en 1975 basada en leche descremada en polvo y glucosa. En el
presente trabajo mencionaremos solo las caracteristicas del Equipro™ vy la le-
che UHT para su comparacioén, dejando de lado otros diluyentes presentes en
el mercado mundial y probados como Botu-Semen®, INRA96®, EZ Mixin entre

otros.

En la década de los 80 se comenzo a utilizar leche fresca descremada para la
preservacion de semen refrigerado equino. Esta presentaba la desventaja que
habia que inactivar la lactenina, componente de la leche téxico para los esper-
matozoides equinos. Esto se hacia calentando la leche a una temperatura de
92 a 95 °C durante 10 minutos. Con la aparicion de la leche ultra pasteurizada
(UHT) este inconveniente ha sido superado por las altas temperaturas a las
cuales se somete durante el proceso de elaboracion. Esto permite su utilizaciéon
como diluyente directamente de la caja sin previo tratamiento ni refrigeracion,
manteniéndose estéril hasta su apertura. El efecto protector esta dado por las
micelas de caseina presentes en la leche. Boeta y col. (2000), obtuvieron resul-
tados mas favorables utilizando como diluyente la leche descremada UHT que
el diluyente de Kenney. Los resultados arrojados por el estudio de Boeta y col.
(2000) sugieren que la leche descremada UHT puede ser utilizada para la dilu-
cion de semen equino con resultados similares o mejores a los obtenidos con
diluyentes quimicamente definidos. A pesar de esto, se necesita realizar mas

trabajos sobre la leche descremada UHT como diluyente para confirmar la apa-
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rente bondad de la utilizacion de la leche descremada UHT comercial (Boeta y
col., 2000).

Un problema mayor de los diluyentes como leche descremada o yema de hue-
vo es el factor que estos, como toda sustancia biolégica, pueden diferir en sus
composiciones quimicas. Es decir que no tienen una composicion constante en
un 100%. Por lo tanto, se han desarrollado diluyentes con una composicién
mas definida. En un estudio reciente (Pagl y col., 2006), un diluyente conte-
niendo una fraccion definida de caseinatos, proteinas de suero de leche y una
amplia gama de azucares fue superior a la leche descremada (Equipro™; Mi-
nitiibe, Tiefenbach, Alemania). Este contiene la fraccion de caseinas altamente
purificadas derivadas de la leche, una mezcla de glucosa, sucrosa y leche des-
cremada con una gama de antibiéticos, como gentamicina, amikacina, penicili-
na y ticarcilina. El pH de es de 7,01£0,3 y la osmolalidad es de 315£10 Osm/kg.
Se encuentra disponible en medio liquido y en polvo. La primera es la forma
que se utilizé en este estudio, siendo una solucion estéril blanco lechosa. Este
medio tiene como unico requerimiento el precalentamiento a 38 °C previo a su
uso. La temperatura del semen y del diluyente debe estar a la misma tempera-

tura al momento de la dilucién + 1 °C.

En un estudio realizado por LeFrapper y col. (2010), donde se compararon va-
rios diluyentes para el almacenamiento de semen de padrillo refrigerado por 72
horas, se constaté que el Equipro™ fue superior frente a otros diluyentes como
ser el EZ Mixin e INRA96® presentando mejores resultados en cuanto a motili-
dad. Por otra parte el Equipro™ preserva la calidad del semen de padrillo refri-
gerado en lo referido a motilidad, velocidad e integridad de membrana hasta el
mismo punto o incluso mejor que la leche descremada como diluyente (Pagl y
col., 2006). Segun LeFrapper y col. (2012), diluyentes con fraccion de caseina-
to definida presentan una mayor motilidad por mas de 24 horas cuando son
comparados con diluyentes basados en leche descremada en polvo en la cual

no es tan definida en su composicion.

28



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis: No existen diferencias entre la leche UHT descremada y el Equi-
pro™ para su utilizacién como diluyentes para inseminacioén en fresco, a las 24

y 48 horas.

Objetivo:

* Comparar la eficacia de la leche descremada UHT con un diluyente comer-
cial (EquiPro™) para su uso en semen equino al momento de la extraccion

y refrigerado a las 24 y 48 horas.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue realizado en el establecimiento “Santa Mdnica”, ubicado en el
departamento de Salto, paraje Paso Potrero de Arerungua, km 121,5 de la Ruta

Nacional 31, sobre suelo de basalto superficial y profundo.

El experimento consisti6 en comparar la eficacia como diluyente de semen
equino fresco y refrigerado, la leche UHT, con un diluyente comercial (Equi-
Pro®, mezcla de glucosa, sacarosa, leche descremada deshidratada y una se-

leccidén de antibidticos), a las 24 y 48 horas.

El trabajo de campo se realiz6 a fines de la estacidon reproductiva, en el mes de
marzo de 2011. Las muestras fueron extraidas de 3 padrillos de raza Cuarto de
Milla definitivo. El padrillo numero 1, de RP 141 fue “Grandioso de Lorencita” de
9 anos de edad, estado corporal regular, en condiciones de campo, con buena
disponibilidad de forraje y 2 yeguas en el mismo potrero. El padrillo nimero 2,
de RP 77 fue “It’'s Show Time” de 6 afios de edad, estado corporal muy bueno,
en condiciones de semi estabulacion, alimentado con 4,5 kg de avena, 3 panes
de alfalfa por dia y acceso a verdeos. Sirvi6 yeguas con monta dirigida una
semana previa al ensayo. El padrillo numero 3, de RP 2 fue “Satur Junior” de 5
anos de edad, estado corporal muy bueno, en condiciones de campo con bue-

na disponibilidad de forraje.

Los 3 padrillos estaban desparasitados con Equiverm (Laboratorio Richmond
Division Veterinaria SA, Buenos Aires, Argentina). El padrillo 1 no estaba vacu-
nado, el 2 estaba vacunado con antitetanica y el 3 tenia todas las vacunas al

dia (Adenitis, Rinoneumonitis, Tétanos e Influenza).

FASE I: Tratamientos

El dia 26 de marzo se le administré6 2cc de Benzoato de estradiol (Estradiol
Dispert®, Benzoato de estradiol, Laboratorio Dispert, Montevideo, Uruguay) a 3
yeguas del establecimiento con el fin de inducir comportamiento estral (48 ho-

ras previo a la primer colecta).
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FASE II: Elaboracién de la ficha clinica

Previo a la primera colecta se examin6 a cada uno de los padrillos para elabo-
rar su correspondiente ficha clinica y evaluacién de aptitud reproductiva. Se
realizaron las respectivas resefias y se inspeccionaron los genitales externos;
primero los testiculos y el escroto, luego el pene y el prepucio. Después se pro-
cedioé a la palpacion del testiculo y del epididimo para evaluar consistencia y

tono y posteriormente medir la circunferencia escrotal.
FASE IlI: Preparacion de la vagina artificial

Para realizar las colectas se utilizé una vagina artificial de tipo Missouri. Esta
consta de una doble camisa de latex, forrada por un armazén de cuero de 55
cm de largo. Presenta una valvula para la introduccion de agua y aire con lo
que se logra la presion y temperatura adecuadas. Para la coleccion, se le en-
sambla una bolsita de plastico, la cual lleva un filtro dentro, y se colocan ambos
en una botella colectora, la cual se une al extremo de latex de la vagina. El
didmetro de la vagina es mas angosto hacia el final, lo que simula los golpeteos

de fondo de saco en la vagina de la yegua.

Se coloca la camisa interna descartable de polietileno.

2. Se coloca agua a temperatura adecuada dentro de la camisa interna de la-
tex (2-3 L aproximadamente, dependiendo de las necesidades de los padri-
llos) de forma tal que tuviera una temperatura de 44 °C (Davies Morel,
1999), corroborada con un termdmetro de alcohol (Termémetro -10+110 es-
cala interna alcohol, Drogueria Paysandu, Montevideo, Uruguay).

3. Preparacion de la botella colectora con el filtro de celulosa descartable (Bio-
tay; Minitib, Tiefenbach, Alemania) dentro de la bolsita y adaptador de la
botella.

4. Colocacién de la botella colectora en el extremo de la vagina por dentro de
la camisa descartable.

5. Colocacion de un minimo de vaselina sélida en la entrada de la vagina so-
bre la camisa descartable para favorecer la penetracion. Cabe destacar que
los lubricantes causan efectos osmoticos nocivos para la viabilidad de los

espermatozoides (Samper, 2007).
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FASE IV: manejo de la yegua

Dentro de un corral redondo se le coloca a la yegua una manea de servicio pa-
ra inmovilizarla y asi evitar dafos tanto al padrillo como a los operadores. Se le
venda la cola y se la coloca del lado opuesto al que se realiza la colecta evitan-

do asi posibles lesiones al pene del padrillo.
FASE V: Extraccion de las muestras

El dia 29 de Marzo se inicié el ensayo. Se le colectaron dos muestras de se-

men a cada padrillo por dia, durante tres dias consecutivos.
Rutinariamente antes de sacar las sucesivas muestras lo que se hizo fue:

1. Estimulacién del padrillo acercandolo a la yegua receptiva.

2. Lavado con agua tibia y algodén del prepucio y pene post protrusion.
3. Secado con papel absorbente.
4

. Coleccién seminal con la vagina artificial al momento de la monta.

Se cronometraron los tiempos de reaccion (desde que se presenta la yegua
hasta que protruye el pene), tiempo de monta (desde la protrusién del pene
hasta la monta), numero de montas antes de eyacular, el comportamiento del

padrillo y si realiza zapateo y movimiento de cola.
FASE VI: Estudio seminal

Luego de la coleccion, se retird el filtro que sirve para separar la fraccion gel de
la fraccidn rica en espermatozoides (Kenney et al., 1983; Papa, 1987; Gastal,
1991). Después, se vuelca el semen en una probeta graduada, donde medimos
el volumen total eyaculado. A la vez, evaluamos el aspecto (sin orina, sangre, o
contaminantes) y el color (blanco grisaceo lechoso (Bonadonna y col., 1962;
Morel, 2005).

Del semen puro, se realiz6 el estudio microscopico (Nikon, Optiphot, 20x y 40x)
la motilidad progresiva subjetiva y el vigor de los espermatozoides. A su vez, se
evaluo el pH (tiras Multistixs® SG 10 de Bayer). Se extrajo una alicuota de 20

Ml de semen con pipeteador automatico (Kacillndustria e Comércio Ltda., Reci-
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fe, PE, Brasil) para diluir en 2 mL de formol salino bufferado para el posterior

estudio de la morfologia y la concentracién.

El resto de la muestra se colocé en 2 tubos Falcon con partes iguales de leche
UHT descremada Conaprole en uno, y diluyente EquiPro™ (Biotay; Minitlb;
Tiefenbach, Alemania) en otro. Se realizé el mismo estudio microscépico que

con el semen puro, con estas dos diluciones (motilidad y pH).

Enseguida se almacenaron las muestras con los diluyentes en el Equitainer®
(The Hamilton Research, Inc, South Hamilton, Miami, USA). El Equitainer® es
un dispositivo especialmente disefiado para el almacenamiento de semen
equino a 5 °C. Posee dentro un recipiente aislante junto con dos latas refrige-
rantes y un anillo de goma interno que, junto con una traba, mantiene un cierre
hermético lo cual permite mantener Ila temperatura interna

(http://www.equitainer.com).

Una vez obtenidas las 6 muestras del dia con sus respectivas diluciones, se
procedié a realizar el estudio de termo resistencia. Esta se efectué con las

muestras diluidas el dia de la extraccién, a las 24 y a las 48 horas.

Primero se extrajo una alicuota de las diluciones que estaban dentro del Equi-
tainer® para colocarlas en tubos Falcon en los cuales se realizd la prueba de
termo resistencia. Esta consiste en colocar los tubos con las diluciones en bafo
maria a 37 °C. Cada media hora, se saca una gota y se coloca en un portaobje-
tos, el cual se encuentra en una platina térmica a 37 °C. Se le coloca un cubre
objetos y se observa en el microscopio Optico con platina térmica a la misma
temperatura, para la evaluacion de la motilidad de los espermatozoides. Esta

prueba se realiza durante 4 horas.

A las 24 y 48 horas, también se midi6 el pH por medio de tiras Multistixs® SG
10 de Bayer. A las 48 horas, se extrajo una muestra la cual se diluyé en Formol

salino bufferado para el estudio de la morfologia.
FASE VII: Morfologia y concentracion

Una vez terminado el trabajo de campo, en el laboratorio realizamos el estudio

de la morfologia y la concentracion. Esto se pudo hacer gracias a que estaban
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en formol salino bufferado el cual los conserva por largos periodos de tiempo
(Einarsson, 2009).

La morfologia espermatica se analizé en un microscopio de contraste de fase
con objetivo de inmersion a 100x, contando 100 espermatozoides de cada
muestra, evaluando no solo el porcentaje total de anormalidades, sino también

cada defecto en particular.

La concentracion se determin6é con camara de Neubauer (Bright Line, BOECO,
Alemania. Profundidad 1/10mm), contando los espermatozoides y multiplican-

dolo por su factor de dilucion.
FASE VIII: Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizdé por un modelo general linear (Proc GLM, SAS).
Se compard las caracteristicas de la monta, el semen y el efecto de los diluyen-
tes (motilidad del semen puro y diluido) entre padrillos. La comparacién entre

medias se realiz6 por el método LSD, con un nivel de significancia del 5%.
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RESULTADOS

El promedio del volumen testicular fue de 292,41+36,09 cc, 402,64154,11 cc y
236,31+45,21 cc para los padrillos 1, 2 y 3 respectivamente. Las variaciones se
deben a que en los tres padrillos, se encontré una diferencia considerable entre
cada testiculo (100 cc aproximadamente). A su vez, el padrillo numero 3 pre-

sentd el menor volumen que se explica por su joven edad.

En el cuadro 1 se presentan las caracteristicas de los distintos aspectos de las

etapas del proceso de monta para los tres padrillos utilizados en el estudio.

Cuadro 1. Evaluacion de los distintos aspectos de las etapas del proceso de

monta y eyaculado de los tres padrillos utilizados en el estudio (mediate.e.m.)

Padrillo 1 Padrillo 2 Padrillo 3
TR’ 158,2+51,82 17,3+51,8? 23,5+51,8?
T™? 347,7+137,9° 109,0+137,9? 318,7+137,9°
Saltos® 1,5+0,3? 2.0+0,3? 2.7+0,32

"TR: tiempo de reaccién, desde la presentacion de la yegua hasta la protrusion
del pene en segundos.

2TM: tiempo de monta, desde la presentacién de la yegua hasta realizacién de
la colecta en segundos.

3 Saltos: numero de saltos previos a la obtencién de la colecta.

a- diferencias entre columnas: P>0,1

El promedio general del tiempo de reaccion, tiempo que transcurre desde la
presentacion de la yegua al padrillo hasta que el mismo protruye el pene, fue
de 66,3 segundos. El padrillo numero 1 en promedio, tuvo un tiempo de reac-
cion mayor que los restantes. Esto no resultd significativo ya que solo en una
colecta este tiempo se prolongd. A pesar de esta ocasion, dichos tiempos fue-
ron similares entre los tres padrillos, no presentandose grandes diferencias.

Las medias del tiempo de monta, tiempo que transcurre desde la presentacion
de la yegua hasta la realizacién de la colecta, no variaron significativamente
siendo el promedio general 258,44 segundos. La del padrillo 2 es menor por-

que presentaba mejor libido.
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El numero de saltos previo a la obtencion de la colecta fue de 2,06 no existien-
do variaciones estadisticas entre ellas (Cuadro 1).
El cuadro 2 presenta las caracteristicas de los eyaculados (volumen, gel, pH y

motilidad) de los tres padrillos.

Cuadro 2. Caracteristicas del eyaculado, promedio del volumen, cantidad de

gel, pH y motilidad del semen puro de cada padrillo (mediate.e.m.)

Parametro Padrillo 1 Padrillo 2 Padrillo 3
Volumen (ml) 28,5+8,32 72,5+8,3? 42 7+8,32
Gel (ml) 7,343,6° 7,2+ 3,6° 2,8+3,6°
pH 7,810,1° 7,7+0,1° 7,90,1°
Motilidad’ 75,042 5° 72,542 5° 80,8+2,5°

"Motilidad del semen puro. ?: P<0,1; °: P>0,1

El volumen promedio de los tres padrillos fue de 47,9 mL existiendo una varia-
cion significativa entre los distintos eyaculados de éstos. Se observd un mayor
volumen en el padrillo numero 2 y el menor se obtuvo del padrillo numero 1.

No existieron diferencias significativas en la cantidad de gel, pH y motilidad del

semen puro, obteniendo una media de 5,78 mL, 7,8 y 76,11% respectivamente.

En la figura 1 se muestra la media de volumen, obtenida de eyaculado y la me-
dia gel o media obtenida en el volumen de gel, en funcién del numero de colec-
ta.

Las variaciones de volumen fueron significativas (P<0,1). En la primera colecta
fue en la que se obtuvo la mayor media, mientras que la menor se obtuvo en la
cuarta. En cuanto a la media de gel, la variacién no fue significativa a lo largo
de las colectas con excepcion de la primera. En dicha colecta, dio una diferen-

cia significativa obteniendo una media de 17,33 mL, mayor que las restantes.
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Figura 1. Volumen de eyaculado y gel (mL) en cada colecta.

Los valores de pH no presentaron grandes variaciones entre las colectas. El

promedio general del pH fue 7,8+0,5.

La motilidad inicial del semen colectado puro fue 76,11+0,1% no existiendo
diferencias significativas entre las 6 colectas. La motilidad incial por colecta se

muestra en la figura 2.
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Figura 2. Motilidad inicial del semen colectado, segun el numero de colectas
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La motilidad promedio registrada en diferentes tiempos de evaluacion del
semen diluido con leche UHT o Equipro®, 1 (fresco), 2 (a las 24 horas) y 3 (a
las 48 horas), fue 44,7, 31,1, y 15,8 respectivamente, con un error estandar de
1,1.

En la figura 3 se muestra la motilidad durante el estudio de termorresistencia;
se aprecia que la misma va disminuyendo, en el semen fresco, a las 24 y 48
horas, diluido con leche o Equipro®. En la hora 1 se obtuvo la mayor motilidad.

Esta fue decreciendo hasta llegar a la hora 8 donde se registré el menor valor.
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1 2 3 4 5
Hora de observacién

Figura 3. Motilidad promedio en funcién de cada observacion. Entre cada

observacion existen intervalos de media hora.

En las figuras 4 a) b) y c) se muestra la motilidad decreciente que presento
cada padrillo con respecto a la hora, diluido con leche UHT y Equipro®, con un
error estandar de 5,3. La figura 4a refiere al dia de la extraccion, la figura 4b a
las 24 horas y la figura 4c a las 48 horas.

En las tres figuras, vemos como el padrillo 3 presenta a lo largo de las
termoresistencias una mayor motilidad que los dos restantes. El padrillo 1 fue el
que por lo general presentd una menor motilidad. Estas diferencias entre las

motilidades, resultaron significativas (P<0,1).
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Figura 4. Motilidad promedio del semen de cada padrillo, fresco, a las 24 y a las

48 horas con respecto a la hora.
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La media de la motilidad para la totalidad de las muestras de la leche descre-
mada UHT fue 27,5 0,9; mientras que la delEquipro® fue 33,6% 0,9, siendo

esta diferencia notoria y significativa(P<0,1).

En la figura 5, se aprecia la diferencia de la motilidad del semen diluido con
Equipro®, mayor que el diluido con leche UHT. A su vez se evidencia que en
este ultimo la motilidad disminuyé mas rapido que el diluido con Equipro®, esta

diferencia es significativa (P<0,1). Todo esto con un error estandar de 4,5.
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Figura 5. Motilidad promedio del semen de los tres padrillos, fresco, alas 24y a

las 48 horas, en cada diluyente con respecto a la hora.
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Cuadro 3. Anormalidades morfologicas del semen, segun padrillo (me-

diate.e.m.)

Padrillo 1 Padrillo2 Padrillo3
Cabeza' 9,9+1,2° 12,0+1,3° 13,4+1,3°
Gota Proximal 6,6+0,9° 7,4+0,8° 4,2+0,9°
Gota Distal 3,9+0,9° 3,2+0,6° 3,2+0,6°
Pseudogota 1,7+0,2° 1,4+0,2° 1,8+0,2°
Pieza int? 15,5+1,1° 6,3+1,1° 11,1+1,1°
Cola® 14,2+1,3° 5,6+1,4° 1,3+ 6,8°

' Microcabeza, problemas de acrosoma, cabeza piriforme, cabeza chata, ca-

beza suelta.

2:Pieza intermedia doblada

3: Cola doblada, cola enrollada, cola cortada

2 P>0,1
b. P<Q,1

Cuadro 4. Anormalidades morfologicas segun el diluyente (Mediat e.e.m.)

Puro UHT Equipro™
Cabeza' 12,3+1,3° 12,4+1,3° 10,5+1,3°
Gota Proximal 6,5+0,97 6,4+1,0% 5,4+0,9?
Gota Distal 4,5+0,6" 2,8+0,6" 2,4+0,7°
Pseudogota 1,8+0,2° 1,5+0,2° 1,6+0,3?
Pieza int? 9,1+1,4° 10,7+1,4° 13,1+1,4°
Cola® 6,1+1,6° 10,4+1,5° 10,2+1,5°

' Microcabeza, problemas de acrosoma, cabeza piriforme, cabeza chata, ca-

beza suelta.

2:Pieza intermedia doblada

3: Cola doblada, cola enrollada, cola cortada

2 P>0,1
b. P<Q,1
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La concentracion de espermatozoides por mL de semen registré promedios de
214x10°+46x10%spz/mL para el padrillo 1 y de 140,5x10°+30x10° spz/mL y
217x10°452x10°%spz/mL para los padrillos 2 y 3 respectivamente. El gran error

se debe a que las concentraciones entre cada colecta variaron ampliamente.
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DISCUSION

El tamafio testicular del padrillo numero 2 fue el mayor mientras que el padrillo
3 presentd el menor, siendo aproximadamente la mitad. Estas diferencias se
pueden atribuir a que el padrillo que presentd menor tamafo no se encontraba
en su maximo desarrollo reproductivo debido a su joven edad (5 anos). Los
testiculos de padrillos de 7 afios 0 mas son mayores que aquellos de caballos
mas jovenes (Thompson, 1979). Por lo tanto se debe de tener que evaluar el
tamafno testicular ya que un tamafo normal en un padrillo de 5 afos puede ser
considerado anormal en un padrillo de 7 ainos o mayor. A su vez el ensayo se
realizd al final de la estacién de monta y esto puede haber influenciado el ta-
mano testicular. Esto se respalda en lo citado por Squires (2011), quien publicé
que los equinos son animales de reproduccion estacional y las caracteristicas
de los testiculos cambian marcadamente a lo largo del afio. Sin embargo, a
diferencia de otros reproductores estacionales, los padrillos siguen produciendo
espermatozoides durante todo el afio. Cuando no estan en temporada repro-
ductiva, los testiculos son 25% mas livianos, contienen 35% aproximadamente
de células de Leydig menos y por consecuente menos reticulo endoplasmatico
liso (RES, parte de la célula comprometida en la produccion de testosterona),
contienen 31% menos de células de Sértoli y producen 40% a 50% menos de
espermatozoides. Las concentraciones de hormonas involucradas en la funcién
reproductiva también tienden a estar mas bajas en época no reproductiva. Hay
una correlacién positiva entre la produccidén espermatica diaria y el tamano tes-

ticular y fue demostrado por Pickett et al. (1987).

Considerando las caracteristicas y actitud de monta, el padrillo numero 2 fue el
que presentd la mayor libido al obtener menor tiempo promedio de reaccion y
de monta. El tiempo y numero de montas hasta una colecta seminal exitosa es
influenciado por la libido del padrillo y un ambiente éptimo ademas de una bue-
na practica de colecta seminal (Sieme y col, 2004). Los tiempos de reaccién del
padrillo numero 1 fueron relativamente altos. En la colecta numero 4 el padrillo
obtuvo un tiempo de reaccidén y monta elevados. Quizas esto se debi6 a facto-

res ambientales que distorsionaron su atencién, los cuales no se tuvieron pre-
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sentes al momento de la colecta y no necesariamente se le puede adjudicar
estos valores elevados a una pobre libido. A su vez, este padrillo no tenia expe-
riencia en monta dirigida ni en colecta de semen y presentaba una herida en
uno de sus miembros posteriores, teniendo en cuenta que cualquier factor dolo-

roso puede afectar su habilidad de monta.

El volumen seminal promedio de los 3 padrillos fue mas bajo que la media
normal de la raza (70 mL), porque el bajo volumen de eyaculado del padrillo
numero 1 produjo una disminucién en el promedio general. Sin embargo, este
valor no se encuentra fuera del rango normal (30-250 mL). La época del afo es
un factor que pudo haber sido de importancia ya que se obtuvieron resultados
de volumen seminal total mas bajos de lo normal. Otro factor que afecta el vo-
lumen seminal, es la frecuencia de colectas. El volumen de gel, el volumen se-
minal total, la concentracién espermatica y el numero de espermatozoides por
eyaculado disminuyen en eyaculados sucesivos durante un dia (Squires y col.,
1979). Por esto es importante destacar que se realizaron 2 colectas diarias du-

rante 3 dias consecutivos, lo cual puede haber contribuido con el bajo volumen.

Considerando el volumen seminal de cada padrillo en particular, el padrillo nu-
mero 3 presentd un bajo volumen en relacion a los rangos normales debido a
su joven edad, siendo este un factor que puede afectar al volumen seminal. El
padrillo numero 1 registré un menor valor promedio. Esto se debi6 a que la res-
puesta a la estimulacion no fue exitosa durante la colecta numero 4, por lo que
no se obtuvo un eyaculado de buena calidad, probablemente este padrillo pre-
cisara una mejor estimulacion que los restantes. Este padrillo se encontraba a
campo con 2 yeguas que si bien no se tiene la certeza de la cantidad de mon-

tas que realizaba, puede haber influido en el poco volumen obtenido.

También es importante tener en cuenta para la medicion del volumen seminal
el numero de montas desde la presentacion de la yegua hasta la eyaculacion.
Esto resulta en un aumento de volumen y del numero total de espermatozoides

con una reducida concentracién espermatica (Sieme y col., 2004).

En padrillos en los cuales se colecta todos los dias, el niumero de espermato-
zoides por eyaculado disminuye a medida que aumenta la frecuencia de eyacu-

lados. Cuando se realizan colecciones diarias, se estarian eyaculando todos
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los espermatozoides producidos, por ende colectar mas a menudo resultara en
menor concentracion por eyaculado (Knottenbelt, 2003). La concentraciéon de
espermatozoides registré promedios con un error muy alto ya que se obtuvie-
ron valores muy diferentes en el numero de espermatozoides por mililitro en
cada colecta. A su vez estos valores fueron disminuyendo para los tres padri-

llos a medida que se avanzé en las colectas.

Con respecto al pH en el semen puro no hubo grandes variaciones debido a
que los padrillos se encontraban sanos y la colecta fue lo mas higiénica posi-
ble.

En lo que a motilidad seminal se refiere, en trabajos anteriores se ha encontra-
do que esta no varia entre sucesivos eyaculados (Squires y col., 1979). Sin
embargo en el presente estudio, en la primer y segunda colecta se obtuvieron
menores motilidades, atribuible a una falta de limpieza previa de las reservas

de los padrillos.

Es importante tener en cuenta la concentracion bacteriana presente en la
muestra, ya que valores altos de la misma producen una marcada depresion en
la motilidad espermatica. Sin embargo, el recuento bacteriano proveniente de la
flora normal del pene y el prepucio no afecta el porcentaje de espermatozoides
motiles. En un eyaculado de buena calidad cierto recuento bacteriano puede no
disminuir su motilidad drasticamente, mientras que en otro de menor calidad si.
Por lo tanto podemos decir que varia segun el eyaculado individual colectado
de determinado padrillo. Bajas motilidades no son siempre indicativas de poca
fertilidad, existiendo otros atributos como ser que el semen no sea resistente a

la refrigeracion.

Como ultima caracteristica seminal a evaluar en este estudio, se cree importan-
te contabilizar el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales ya
que tiene una correlacion positiva con la motilidad espermatica. Es asumido
que espermatozoides morfolégicamente normales van a tener una buena moti-
lidad y seran capaces de fertilizar. En términos generales, el porcentaje de es-
permatozoides morfolégicamente normales en una muestra seminal es similar
al porcentaje de espermatozoides motiles (Knottenbelt, 2003). Si la motilidad

espermatica es baja y el porcentaje de espermatozoides normales es alta es
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sugestivo que ocurrié un error de laboratorio, lo cual llevé a la disminucién de la
motilidad espermatica. No se puede descartar, sin embargo, un efecto negativo
potencial en el plasma seminal en las caracteristicas de motilidad del esperma-

tozoide (Dickson y col., 2011).

En cuanto a las anormalidades morfolégicas de semen segun el padrillo la
anormalidad mas frecuente entre los 3 padrillos fue de cabeza. Esto se debe a
que se engloban varios problemas como microcabezas, problemas de acroso-
ma, cabezas piriformes, cabezas chatas y cabezas sueltas. Estas anormalida-
des se pueden clasificar dentro de las primarias como fallo de la espermatogé-
nesis 0 como terciarias por manipulacién inadecuada luego de la extraccion. La
disrupciéon del acrosoma antes de que el espermatozoide se una a la zona pe-
lucida del ovocito de la hembra deja a ese espermatozoide incapaz de fertilizar
el oocito (Graham, 2001). Este tipo de danos pueden representar problemas a
largo plazo o permanentes mientras que si se trata de la anormalidad por una
causa terciaria no. Las anormalidades de pieza intermedia son significativas
siendo éstas de mayor importancia en el padrillo 1 y 3. Se evidencia que el pa-
drillo numero 1 presenta un alto indice de anormalidades en la pieza intermedia
como ser pieza intermedia doblada, indicativo de una anormalidad terciaria por
una manipulacién inadecuada luego de la eyaculacion. La destruccion de las
mitocondrias en la pieza intermedia lleva a una incapacidad de producir ATP el
cual es utilizado por las fibras de la cola para causar el movimiento del esper-
matozoide. Este dafo producido a la mitocondria puede ser fisico (por mala
técnica de refrigerado o congelado) o quimico (por cambios de pH u osmolari-
dad) (Graham, 2001). Los problemas de gotas citoplasmaticas a nivel de la pie-
za intermedia no fueron significativos pudiendo descartar fallos secundarios o
de maduracion espermatica. Las anormalidades morfolégicas de la cola como
ser colas dobladas, enrolladas o cortadas resultaron con diferencias significati-
vas presentando los mayores valores el padrillo numero 1. Estos problemas se
clasifican como primarios o terciarios. En la cola se encuentran las fibras que
permiten el movimiento espermatico hacia el oocito. Danos en la cola alteran la
viabilidad del espermatozoide a nadar al oocito y por lo tanto penetrar la zona
pelucida y fertilizar el oocito (Graham, 2001). Dickson y col. (2011), han demos-

trado que ciertos defectos morfolégicos como gotas citoplasmaticas y colas
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dobladas parecen tener un efecto menor sobre la fertilidad, mientras que defec-
tos como de cabeza, cola enrollada, pieza intermedia doblada, tienen efecto
deletéreo en la misma. En general, espermatozoides morfolégicamente anor-

males no tienen una influencia negativa en los espermatozoides normales.

Las caracteristicas seminales segun el diluyente no tuvieron diferencias signifi-
cativas en cuanto al pH y alteraciones morfolégicas. Sin embargo, la media de
la motilidad segun el diluyente fue mayor para el Equipro™ que para la leche
UHT. En un estudio realizado por LeFrapper y col.(2010), se demostré que la
motilidad disminuye desde las 0 a las 24 horas y de las 24 a las 48 horas, qui-
zas por los componentes energéticos de cada diluyente. Esta disminucién pue-
de estar indicando la disminucién de la viabilidad de los espermatozoides. A su
vez, las muestras diluidas con Equipro™ presentaron mayor termorresistencia
que las diluidas con leche UHT. Segun los resultados que arrojé nuestro estu-
dio, se deberia de utilizar la leche UHT como diluyente para inseminar con se-
men fresco ya que a las 24 y 48 horas alcanza rapidamente una motilidad me-
nor al 25%. Sin embargo, el Equipro™ permite inseminar con el semen fresco y

refrigerado hasta las 24 horas.

Hay que tener en cuenta que no todos los padrillos tienen semen apto para so-
brevivir el proceso de refrigeracion. Al refrigerar el semen la fertilidad de los
espermatozoides en algunos padrillos se ve reducida. Cualquier efecto adverso
al que se someta el espermatozoide impactara negativamente sobre su fertili-

dad afectando asi el uso del semen refrigerado.
Conclusién

En virtud que el Equipro™ mantiene la viabilidad del semen por mas tiempo
que la leche descremada (48 vs. 24 horas) pero su costo es superior, la deci-
sion de optar por uno u otro de estos diluyentes dependera del tiempo estimado

entre la coleccion del semen y la inseminacion.

48



BIBLIOGRAFIA

1. Batellier F.; Vidament M.; Fauquant J.; Duchamp G.; Arnaud G.; Yvon
J.M.; Magistrini M. (2001) Advances in cooled semen technology. Anim
Reprod Sci 68:181-190.

2. Bedford SJ.;Jasko DJ.; Graham JK.; Amann RP.; Squires EL.; Pickett
BW. (1995) Effect of seminal extenders containing egg yolk and glycerol
on motion characteristics and fertility of stallion spermatozoa. Theri-
ogenology; 43:955-967.

3. Blanchard, T.L.; Brinsko, S.P.; Varner, D.D.; (2003) Semen collection
and Atrtificial Insemination. Manual of Equine Reproduction. 2a. ed. St.
Louis, Mosby, pp. 131-142.

4. Blanchard, T.L.; Brinsko, S.P.; Varner, D.D.; (2003) Examination of the
Stallion for breeding Soundness, Manual of Equine Reproduction. 2a. ed.
St. Louis, Mosby, pp. 143-164.

5. Blanchard, T.L.; Brinsko, S.P.; Varner, D.D.; (2003) Semen preservation,
Manual of Equine Reproduction. 2a. ed. St. Louis, Mosby, pp. 165-177.

6. Boeta M.; Zarco L. (1999) Utilizacion de leche descremada ultrapasteuri-
zada como diluyente de semen refrigerado de burro, destinado a la in-
seminacion de yeguas. E-journal UNAM México,D.F.

7. Boeta M; Zarco Quintero L (2000) Utilizacion de leche descremada ultra
pasteurizada como diluyente de semen refrigerado de burro destinado a
la inseminacion de yeguas. Vet.Méx 31:67-69.

8. Brinsko SP.; Varner DD.; Blanchard TL. (2000) Transported equine se-
men. Ball B.A: Recent Advances in Equine Reproduction International
Veterinary Information Service Website, (www.ivis.org), Nueva York,
A207.0400, pp. 152-158.

9. Brinsko, S.P.; (2007) Sperm Notes. El boletin internacional por la IA de
equino de Minitube. Nr 01/2007.

10.Card C. (2010) Morphologic abnormalities of sperm. Italian Association
of Equine Veterinary Congress. 16, Carrara, Italia, pp. 1-14.

11.Cunningham J (1999) Fisiologia Veterinaria. 2a. México, D.F. Ed

McGraw-Hill Interamericana, 763 p.

49



12.Davies Morel Mina CG; (2005) Inseminacién Artificial, Fisiologia de la
reproduccion de los équidos, cria y manejo. 2a. Zaragoza, Ed Acribia,
pp. 335-351.

13.Dickson D; Varner (2011) The Ins and Outs of Sperm Management.
Symposium of the American Association of Equine Practitioners. 13, St.
Michael, Barbados, pp.82-97.

14.Douglas-Hamilton DH.; Osol R.; Osol G. (1984) A field study of the fertili-
ty of transported equine semen. Theriogenology 22:291-304.

15.Dyce KM.; Sack WO.;Wensing CJG. (1999) Anatomia Veterinaria. 3a.
ed. Nueva York, McGraw-Hill Interamericana, 920 p.

16.Einarsson, S.; Dalin, A.M.; Lundeheim, N.; (2009) Sperm Production and
Sperm Morfology of Sweedish warmblood stallions. Reprod Dom Anim;
44:33-36.

17.Ellington J.E.; Samper J.C.; Wright W.R. (2000) Stallion sperm interac-
tions with oviduct cells in vitro as an indicator of field fertility. International
Congress Animal Reproduction Al.14, Estocolmo, Suecia, pp.276.

18.Gastal MMO. (1991). Estudo do comportamento sexual e caracteristicas
seminais de asininos. Dissertacao de Mestrado. Belo Horizonte: Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais. 101 p.

19.Gordon, I. (1997) Controlled Reproduction in Horses, Deer and Came-
lids. Wallingford, CAB INTERNATIONAL, 215 p.

20.Graham JK (2001) Asessment of Sperm Quality. Symposium of the
American Association of Equine Practitioners. 47, California, EEUU,
pp-302-305.

21.Heiskanen, M.L.; Huhtinen, M.; Pirhonen, A., et al. (1994) Insemination
results with slow -cooled stallion semen stored for approximately 40
hours. Acta Vet Scand, 35(3):257-262.

22.Kenney RM.; Hurtgen J.; Pierson R.; Witherspoon D.; Simons J. (1983)
Manual for clinical fertility evaluation of the stallion. Society for Theri-
ogenology.100 p.

23.Knottenbelt, D.; Le Blanc, M.; Lopate, C.; Pascoe R. (2003) Equine Stud
Farm Medicine and Surgery. Edinburgh, Saunders, 402 p.

50



24 . LeFrapper L; Walston L; Whisnant CS (2010) Comparison of Various Ex-
tenders for Storage of Cooled Stallion Spermatozoa for 72 Hours. Jour-
nal of EquineVeterinary Science 30:200-204.

25.Melo MIV, Henry M, Beker ARCL. (2005). Teste hiposmotico para ava-
liacdo da viabilidade do sémen equino resfriado com diferentes diluido-
res. Arq Bras Med Vet Zootec; 57:757-763.

26.Metcalf E. S. (2005) Optimizing Pregnancy Rates Using Frozen-Thawed
Equine Semen. AAEP. Seattle, American Association of Equine
Practioners. 51, Kentucky, EEUU, pp.120-122.

27.Pagl R; Aurich E; Muller-Schlésser F; Kankofer M; Aurich C (2006) Com-
parison of an extender containing defined milk protein fractions with a
skim milk-based extender for storage of equine semen at 5 8°C. Therl-
ogenology 66:1115-1122.

28.Papa FO. (1987) Contribuicdo ao estudo da utilizagdo de sémen
congelado de equinos: modificagbes metodolégicas para o
congelamento e inseminagao artificial. Tese Livre Docéncia em
Reprodugao Animal. Botucatu: Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista. 150 p.

29.Pickett BW.; Faulkner LC.; Seidel GE.; Berndtson WE; Voss JL. (1976)
Reproductive physiology of the stallion. IV. Seminal and behavioral char-
acteristics. J AnimSci 43:617-625.

30. Pickett BW; Voss JL; Bowen RA; Squires EL; McKinnon AO (1987) Sem-
inal characteristics and total scrotal width a normal and abnormal stal-
lions. Proceedings of the 33™ Annual American Association of Equine
Practitioners Convention, Nueva Orleans, EEUU, pp. 487-518.

31.Rigby SL.; Brinsko SP.; Cochran M.; Blanchard TL.; Love CC.; Varner
DD. (2001) Advances in cooled semen Technologies: Seminal plasma
and semen extender. Anim Reprod Sci 68:171-18.

32.Samper JC.; Vidament M.; Katila T., et al. (2002) Analysis of some fac-
tors associated with pregnancy rates of frozen semen: a multi-center
study. Theriogenology 2002; 58:647-650.

33.Samper JC. (2007) Reproductive system: evaluation of the breeding stal-
lion. Anais: Férum Internacional de Medicina Equina, ABRAVEQ, Sao

Paulo. 18 p

51



34.Schumacher J.; Moll HD. (2011) A Manual of Equine Diagnostic Proce-
dures. Washington DC, Ed. TetonNewMedia. 181 p.

35.Sieme H.; Katila T.; Klug E., (2004). Effect of semen collection practices
on sperm characteristics before and after storage and on fertility of stal-
lions. Theriogenology 61: 769-784.

36.Squires EL (2011) Management of Stallions for Maximum Reproductive
Efficiency. Congreso Argentino de Reproduccion Equina. 2, Mendoza,
Argentina, pp 19.

37.Squires EL (2011) Management of Stallions for Maximum Reproductive
Efficiency. Congreso Argentino de Reproduccion Equina. 2, Mendoza,
Argentina, pp 19.

38.Squires EL; Pickett BW; Amann RP (1979) Effect of successive ejacula-
tion on stallion seminal caracteristics. J Reprod Fertil Supl, 27:7-12.

39.Thompson DL; Pickett VW; Squires EL; Amann RP (1979) Testicular
measurements and reproductive caracteristics in stallions. J. Reprod.
Fert. 27:13-17.

40.Tibary A.; Rodriguez JS. (2011) Causes and managment of subfertility in
stallions. Congreso Argentino de Reproduccién Equina. Il, Mendoza, Ar-
gentina, pp. 41-54.

41.Varner D.D.; Schumacher J.; Blanchard T.L.; et al (1991) Diseases and
management of breeding stallions. California. Goleta, American Veteri-
nary Publications, 360 p.

42.Youngquist, RS, Threlfall, WR (1997) Current Therapy in Large Animal
Theriogenology 2. 2a. St Luis, Ed. Saunders, 1061 p.

52



