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CAPITULO |
RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue comparar la variabilidad de la calidad seminal
durante los meses del afio en caballos Cuarto de Milla. La investigacion se llevo a
cabo en el norte de México, (28° LN). Se utilizaron 5 sementales de raza cuarto de
Milla a los que se les determind la calidad seminal (volumen, concentraciéon y
motilidad) en base a registros del afio 2020 al 2022. La concentracion espermatica
general fue mayor en los meses (155x10%/mL) de julio y agosto (P<0,05),
comparado con los meses (106x10%/mL) de marzo y abril. El promedio general para
el volumen seminal fue mayor (47.7mL) en los meses de febrero y junio (P<0.05),
en comparacion (31.5 mL) con lo meses de julio y agosto. Mientras que la motilidad
seminal (84.5%) fue mayor en agosto y septiembre (P<0.05). Los resultados
demuestran que existe una variabilidad en cuanto a la concentracion, motilidad y
volumen seminal de caballos cuarto de milla respecto a los meses del afio. En
conclusion, y bajo las condiciones de este estudio, existe un efecto del mes del afio
en la variabilidad de la calidad seminal de caballos Cuarto de Milla respecto al mes

del afo.

Palabras clave: Concentracion espermatica, Volumen del eyaculado, Motilidad,
Cuarto de Milla



|.-INTRODUCCION

En la produccion equina a nivel mundial, México se caracteriza por ocupar el
segundo lugar con un total de 6 millones 300 mil ejemplares (ONUAA). Los cuales
se utilizan para realizar diferentes actividades agricolas o de recreacion, en tal

sentido los sementales son seleccionados por sus rendimientos deportivos

La reproduccion equina es una biotecnologia de gran relevancia debido a que
permite seleccionar y reunir caracteristicas multiples que estén vinculadas a las
variaciones genéticas del animal y asi, lograr un aumento de la eficiencia
reproductiva, resistencia y velocidad, asi como también agregar las caracteristicas

fenotipicas y de desempefio, entre otras cualidades. (Andrade S., 2011).

En el semental, la estacionalidad estd menos marcada que la de la yegua, teniendo
asi la capacidad de reproducirse durante todo el afio; no obstante, se ve afectado
el volumen seminal, la concentracion espermatica en la fraccion libre de gel, nUmero
de montas y la reaccion para montar a las yeguas; afiadiendo también que la
produccion de células espermaticas es continua durante todo el afio sin ninguna

regulacién hormonal (Bustos y Torres., 2012).

De esta forma, la eficiencia reproductiva del criadero depende de la fertilidad del
garafion ya sea a través de monta natural o por la inseminacién artificial (IA) con

semen fresco, refrigerado o congelado (Andrade S., 2011).

La evaluacion del potencial de fertilidad del macho se basa en el analisis de las
caracteristicas espermaticas basicas (concentracion, motilidad y morfologia). De
este modo, el estudio de la morfologia espermatica es un elemento fundamental en

el andlisis seminal. (Gacem et al., 2021).

Actualmente, se han desarrollado diversos métodos para llevar a cabo el analisis de
la calidad seminal, esto por medio de nuevos métodos y técnicas, por ejemplo; el
sistema de analisis de semen asistido por computadora (CASA, por siglas en
inglés), el cual permite que la evaluacion espermatica de manera objetiva y precisa,
incluyendo la determinacion de nuevas variables en la motilidad espermatica
(Betancur y Cadavid, 2013).



1.1 Hipotesis

Los meses del afio influiran sobre la variabilidad de la calidad seminal de caballos Cuarto
de Milla

1.2 Objetivo

Determinar el efecto de los meses del afio en la calidad seminal de caballos Cuarto de Milla



I.-REVISION DE LITERATURA

2.1 Comportamiento reproductivo del semental equino

La estacionalidad es parte del proceso de seleccion natural, es un mecanismo de
adaptacion que han desarrollado algunas especies para hacer mas eficiente su
reproduccion y la supervivencia de las crias, de esta forma minimizan el impacto
negativo del ambiente, como las bajas temperaturas, la humedad y la disponibilidad
de alimento (Blanc, 2003; Boeta, et al., 2018).

A diferencia de la hembra, el macho no presenta alteraciones a causa de los
cambios propios de cada época del afio, esto se debe a que la funcién reproductiva
del garafidon no se ve interrumpida en el transcurso de la época de anestro o bien,
de descanso sexual; por otra parte, cabe mencionar que la produccion de hormonas
reproductivas, el tamafio y el volumen testicular, la libido, las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas del eyaculado y la fertilidad de los espermatozoides

pueden variar (Boeta, et al., 2018).

Cabe destacar que los efectos del fotoperiodo no deben de vincularse o asociarse

con los nutricionales que también varian con la época del afio (Boeta, et al., 2018).

2.2 Fisiologia del Eje Hipotdlamo-Hipéfisis-Testicular

Se ha demostrado que la informacion auditiva, tactil, olfatoria y visual que ha sido
capturada por el sistema nervioso central concurre hacia el hipotadlamo, una vez ahi
es procesada, y transformada a sefales hormonales que se trasportan a la
adenohipofisis, lugar donde es amplificada y retrasmitida por medio de la
gonadotrofinas hacia las génadas, quienes responden de forma variada, uno forma
de respuesta es secretando las hormonas sexuales. Las ya mencionadas ejercen
funcidon en los tejidos blancos, en los cuales comprende el cerebro y la

adenohipofisis, de esta forma se establece una red de informacion, la cual accede



una propagacion e integracion de sefiales en todo el organismo (Bustos y Torres,
2012) (figura 1).

Estimulo auditivo Glandula pineal

Hipofisis posterior

Hipofisis anterior

Células de Leydig
Células de Sertoli

Figura 1. Retroalimentacién positiva (+) y Negativa (-) de la produccion y liberacion
hormonal en el potro. VNO, Organo Vomeronasal; GnRh, Hormona Liberadora de
Gonadotrofinas; LH, Hormona Luteinizante; Hormona PRL, Prolactina; FSH,
Hormona foliculoestimulante; T, Testosterona; E, Estrégenos; |, Inhibina; Activina.
Se presentan también las potenciales influencias externas en el control del eje
(Bustos y Torres, 2012).

2.3 Desarrollo del espermatozoide

El espermatozoide (del griego esperma, semilla y zoon, animal), o gameto son
células extremamente especializadas, las cuales presentan cambios genéticos

moleculares y fisioldgicos que no se muestran en otras células. El espermatozoide



es una célula altamente diferenciada, que tiene como funcion transportar el material
genético del macho y fusionarse con el gameto de la hembra (el ovocito), dando asi
lugar a un nuevo organismo diploide con la finalidad de propagar la especie
(Rodriguez Nufiez, 2018).

Desde la perspectiva de la ciencia evolutiva, los espermatozoides representan un
modelo celular con gran singularidad, debido a que se clasifican dentro del grupo
de células mas divergentes de los seres vivos, exponiéndose con caracteristicas
muy variadas, es decir; sus formas y tamafios pueden ser diferentes (Rodriguez
Nufiez, 2018). Esta célula se origina en los tubulos seminiferos de los testiculos, a
través de un proceso denominado espermatogénesis. Los tubulos seminiferos se
encuentran tapizados por un gran numero de células epiteliales germinales
llamadas espermatogonias, las cuales son células diploides que proliferan
continuamente para mantener su numero. Un porcentaje de estas células ya
diferenciadas carecen de capacidad fecundante y poseen escasa motilidad. Se
necesita, por tanto, de una ultima fase de maduracion durante su transito por el

epididimo para desarrollar dichas particularidades (Rodriguez Nufiez, 2018).

2.4 Estructura del espermatozoide

En los mamiferos, el espermatozoide esta formado por 5 regiones: cabeza, cuello,
pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal. Presentan un nucleo condesado,
una membrana plasméatica sensible a cambios térmicos y osmoticos y las
mitocondrias (Boeta, et al., 2018). La cabeza del espermatozoide consta de un
nacleo, el acrosoma, estructuras del citoesqueleto y una pequefia cantidad de
citoplasma. El cuello es la union de la cabeza o pieza intermedia, y esta formado
por capitulum, mitocondrias, centriolo proximal, columnas laminadas que colaboran
con la flexibilidad y movimiento. El flagelo esta encargado en apoyar con el
movimiento y estd compuesto por: pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal.
Todos estan formados por el axonema que es la estructura que realiza el

movimiento. Este axonema involucra microtubulos (Vélez, 2016; Rodriguez Nufiez,



2018). La integridad de la membrana plasmatica puede ser estimada como un
indicador indirecto de la vitalidad de los espermatozoides (Lozano, et al., 2011;
Betancur, et al., 2013) (figura 2).
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Figura 2. Diagramas de un espermatozoide del semental modificado

(Samper, 2009).

2.5 Espermatogénesis

La formacion de los gametos masculinos denominada espermatogénesis, es el
transcurso de proliferacion, maduracion y diferenciacion mediante el cual las
espermatogonias se transforman en espermatozoides, dicho proceso se lleva a
cabo en los tubulos seminiferos, que son el componente principal del parénquima
testicular en los testiculos del semental. Esta sucesién consta de tres etapas
consecutivas en las cuales, las principales células cambian su morfologia, pierden
algunas de sus organos transformandose finalmente en células diferenciadas
(Carleton, 2011).



Los tubulos seminiferos estan formados por una capa de células mioides que rodea
la lamina basal, y a su vez un complejo de células somaticas y germinales. Para
cada generacion sucesiva de células germinales, existe una célula que cumple un
papel estructural y fisiologicamente de apoyo para las ya mencionadas, esta célula
es denominada; célula de Sertoli. Cada uno de los espermatozoides junto con sus
precursores estan fisicamente incrustados entre las células de Sertoli o bien, en
contacto directo con ellas, de forma que cada célula de Sertoli se comunica con una
gran cantidad de células germinales en varias etapas de desarrollo (Dascanio y
McCue, 2014).

En los mamiferos, la espermatogénesis se lleva a cabo por medio de sefiales a
través del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo, esto engloba la accion de las
gonadotropinas, el mecanismo de feedback de los esteroides, las proteinas y la
modulacién paracrina y autocrina de muchas sustancias y factores de crecimiento.
Por otra parte, la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina, de las
hormonas de la glandula pituitaria, LH, FSH y las hormonas testiculares como los
andrégenos y la inhibina. Dentro de la clasificacion de las hormonas que participan
en la espermatogénesis destaca la testosterona, que es de gran relevancia ya que
juega un papel muy importante dentro del proceso ya mencionado, porque es la
encargada de mantener y restaurar el proceso de espermatogénesis en los
testiculos de animales adultos, por otro lado, la LH estimula la sintesis androgénica
en la células de Leydig de los testiculos, dichos androgenos son encargados de
regular localmente la produccion espermatica y realizar una retroaccion hacia el
hipotdlamo para controlar la liberacion de GnRH y asi la expansién de la
espermatogénesis en la pubertad (Blanc, 2003; Galiana y Valencia, 2012).

El testiculo del equino guarda aproximadamente un 100% mas de espermatogonias
durante el verano que en el invierno y representa un buen modelo para determinar
los componentes flexibles de la espermatogénesis que originan los cambios
estacionales en la produccion diaria del esperma en el garafion, las diferencias
estacionales son mayores en el nUmero de espermatogonias que en la produccién

de esperma (Brinsko, et al., 2011).



2.6 Etapas de la espermatogénesis

La espermatogénesis cuenta con tres fases de desarrollo; estas fases corresponden
a una duracién alrededor de 19.4 y 18.6 dias, respectivamente, lo que arroja una
duracion total de la espermatogénesis en sementales de aproximadamente 57-58
dias (Samper, 2009).

2.6.1 Espermatocitogénesis

La fase proliferativa involucra la parte antes de llegar a la pubertad, aqui los
gonocitos germinales se diferencian a espermatogonias. En esta primera etapa, las
espermatogonias experimentan una serie de divisiones mitéticas para mantener su
namero (espermatogonias tipo A) en primer lugar, asi como también para producir
espermatogonias. Tiene una duracion de 19.5 dias en el garafién (Galiana y
Valencia, 2012).

2.6.2 Espermatogénesis

La segunda fase corresponde al inicio de la primera division mei6tica, por medio de
la cual el espermatocito primario diploide va a producir dos espermatocitos
secundarios suscitando las espermatidas, que son células de menor tamafio y
diferenciado. Al final de profase meiotica coincide con la fase 4 del epitelio
seminifero, durante la que suceden rapidamente la metafase, anafase y telofase
(Hafez y Habez, 2002) (Figura 3).

2.6.3 Espermiogénesis



En esta etapa, la espermétida esférica sufre una serie de cambios morfologicos
hasta distinguir la cabeza y la cola; sin presentar ya ninguna alteracion en la carga
genética, (Amann, 2008). Estos cambios se comienzan a presentar cuando las
espermétidas estan en contacto con las células de Sertoli, aqui ya no implica
divisiones celulares, y tiene una duracion de 18.6dias (Hafez y Hafez, 2002; Galiana
y Valencia, 2012) (Figura3).

2.6.4 Espermiacion

Esta es la ultima fase de la espermatogénesis, en la cual se rompen las uniones de
la espermatida ya madura y las células de Sertoli, quedando liberada al lumen de
los tdbulos seminiferos. Después, la espermétida pierde la mayor parte del
citoplasma, su nucleo queda condensado y se produce la maduracién del flagelo y
acrosoma (Figura 3). Adquieren la habilidad de fertilizacion, este proceso dura entre
9y 14 dias (Reyes- Luna , 2019; Hafez y Hafez, 2002).
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2.7 Factores que influyen en la calidad espermética

2.7.1 Medio ambiente

Estudios demuestran que la ejecucion del proceso de termo-regulacion testicular se
ve impedida a causa del estrés cal6rico, trayendo como consecuencia la alteracion
directa del proceso de capacitacion espermatica. Esto se debe a que la temperatura
Optima del testiculo para alcanzar una capacitacién espermatica adecuada debe
oscilar entre los 34.5°C (Crespo et al., 2020).
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2.7.2 Razas

La raza es un punto clave dentro de los factores que influyen en la capacitacion
espermatica, y va ligado directamente al factor medio ambiente, ya que si la raza no
es competente para el lugar en donde se lleve a cabo su reproduccion, como

consecuencia sufrira mas dafio espermético ( Arias Serrato, et al., 2011).

2.7.3 Edad

Dentro del factor de edad es relevante mencionar la madurez sexual, ya que
sementales con edades de menos de tres afilos a mas de catorce afios presentan
baja calidad seminal, esto se debe a la variacion fisioldgica en el funcionamiento de

los tubulos seminiferos (Chenier T.S. et al., 2007)

La edad en la que los testiculos del semental terminan su desarrollo es a los seis
afos, esta fase coincide con la estabilizacion de la produccién espermética. De esta
forma, los garafiones de menor edad presentan menos produccion de
espermatozoides en comparacion con los garafiones adultos. Sin embargo, los
garafiones gerontes estan predispuestos a presentar una produccién mayor de

espermatozoides con anormalidades fisiologicas (Plas, et al., 2000).

2.7.4 Nutricionales

La nutricion es un punto clave para prevenir alteraciones en la fertilidad del equino.
Autores demuestran que un peso por arriba y por debajo del valor saludable
aumenta el riego de infertilidad. Los niveles altos de Leptina indican un exceso de
tejido adiposo, ocasionando asi un aumento en la actividad del eje hipotalamo-
hipdfisis-testicular, lo cual disminuye la produccion de testosterona por las células

de Leydig y aumenta los estrégenos (Lozano, H., 2009).
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2.8 Evaluacion del semen

La evaluacion seminal es la parte principal para la seleccion de un macho apto para
la reproduccién (Castro Murillo y Gonzalez Cruz, 2019). La seleccion de las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas del semen de los animales que se
emplean en la reproduccion es uno de los aspectos mas relevantes y fundamentales

al evaluar la capacidad reproductiva de los machos (Castro y Chacén, 2016).

La evaluacion debe hacerse inmediatamente después de la colecta (Jaramillo,
2014). Los indicadores de la viabilidad del semen son las tasas de gestacion y
natalidad, pero ambos son retrospectivos y a su vez estan influenciados por factores
independientes de la fertilidad del semental, dichos factores son la fertilidad de la

hembra y el manejo reproductivo (Gutierrez Cepeda, 2014).

Dentro de la evaluacion seminal destacan dos técnicas, la evaluacién macroscopica
y la microscopica, en la macroscopica se engloban particularidades como la
apreciacion del volumen, color, el aspecto, olor y el pH; por otro lado, en la
evaluacién microscopica se determina la concentracién, motilidad y morfologias
esperméticas. Para llevar a cabo este procedimiento se deben considerar ciertas
condiciones para su correcta realizacion, como lo es la temperatura; que debe de
estar entre los 37 y 38°C, asi mismo, el material a usarse debe de estar estéril y a

la misma temperatura a la que se mantiene el semen (Boeta, et al., 2018).

2.8.1 Evaluacion macroscopica

La evaluacion macroscopica se realiza inicialmente valorando la calidad seminal
mediante el estudio del semen comprendido desde el ojo humano, con la finalidad
de identificar aspectos que permitiran evidenciar la condicién de la muestra seminal

a evaluar ( Castro Murillo y Gonzalez Cruz, 2019).
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2.8.2 Volumen

Para la evaluacion del volumen es importante principalmente la separacion de la
porcion espermatica del gel obtenido, que también es variable, de no presentarse a
estar en un volumen muy alto. Esto se realiza por medio de la aspiracién con una
jeringa o vertiéndolo a través de un filtro. La filtracion también tiene como finalidad
eliminar elementos extrafios, como restos de esmegma, cabello y suciedad.
Posteriormente se procede a la evaluacion macroscopica, la cual indica informacion
estimada de la concentracién y calidad del semen. El volumen; por si solo no es un
valor determinante en la fertilidad, sino es usado en el calculo del numero total de

espermatozoides en el eyaculado (Hafez y Hafez, 2002; Brinsko, et al., 2011).

En los equinos, el volumen total de la eyaculacién es en un promedio de 60 a 70 ml

con un rango de entre 30 y 300 ml.

El volumen de eyaculado varia fisiolégicamente en funcion de varios factores.

Dentro de esta enumeracion de causas, se enlistan;

e Raza

e Edad

e Preparacion sexual

e Tamafo testicular y caracteristicas individuales
e Frecuencia de extraccion

e Método de coleccién

(Brinsko, et al., 2011).

2.8.3 pH

El pH del semen del caballo tiene un rango de 7.2 a 7.7, y se define usando un
potenciometro preferencialmente dentro de la primera hora después de obtenido el
semen (Miré Arias, et al.,2011; Cepeda, 2014).
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2.8.4 Olor

Cada especie tiene un olor caracteristico de semen, por ello es complicado definirlo:
Gnicamente la practica permite distinguir un olor anormal. El examen por medio de

la olfaccidn podria servir para distinguir algunas infecciones (Diaz y Diaz T., 1989).

2.8.5 Color

La coloracion que presenta el semen fresco del equino es blanco palido con
apariencia de leche descremada. Es relevante la deteccion de cambios en el color,
ya que estos cambios pueden asociarse a la presencia de dentritos, sangre u orina,
gue pueden causar alteraciones severas en la calidad seminal y de esta forma,

provocar un desorden en el tracto reproductivo o urinario (Jaramillo C. S., 2007)

2.8.6 Aspecto

El material espermatico total es basicamente un liquido con aspecto denso, cremoso
y con una tonalidad levemente amarillenta, creando asi una suspension de

espermatozoides en un medio llamado plasma seminal (Serrano Q., 1982).

El aspecto opaco y relativamente uniforme del semen es un indicativo de una alta

concentracion de células esperméticas (Hafez y Hafez, 2002).

2.8.7 Evaluacién microscépica

El examen microscépico es utilizado para la identificacion y evaluacion de las

caracteristicas seminales que no pueden ser observadas a simple vista, y se realiza
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preferentemente con un microscopio 6éptico con contraste de fase y una platina
térmica a 40 °C (Brass, 2001).

2.8.8 Motilidad espermaética

La viabilidad de los espermatozoides se determina mediante su motilidad. Se ha
demostrado que en muchas especies existe un vinculo positivo entre la motilidad

espermatica y la capacidad fertilizante (Brinsko, et al., 2011).

El andlisis de este parametro es un indicativo de gran relevancia dado que tiene un
rol esencial para llevar a cabo el transporte de la informacidén genética hasta el sitio

de fertilizacién (Sanchez, 2019).

La evaluacion de motilidad se lleva a cabo de manera objetiva midiendo el
movimiento de los espermatozoides, dentro de esta serie de medidas se engloban;
el porcentaje de motilidad espermatica, porcentaje de motilidad espermatica
progresiva, amplitud de del desplazamiento lateral de la cabeza durante el
movimiento hacia delante, la velocidad media de la trayectoria medida en

micrémetros por segundo (Brinsko, et al., 2011).

Dentro de la evaluacién visual de la motilidad de los espermatozoides debe de
analisarse: la motilidad total (porcentaje de espermatozoides que presentan
motilidad de cualquier forma), motilidad progresiva (porcentaje de los
espermatozoides que muestran un movimiento rapido y lineal), y la velocidad del

esperma (que se mide en una escala arbitraria de 0 a 4) (Brinsko, et al., 2011).

En los espermatozoides se clasifican dos patrones unicamente, uno es el
movimiento activo, es propio de los espermatozoides eyaculados, cuyo objetivo es
emigrar a travez del tracto reproductor de la hembra. (Rodriguez Nufiez, 2018). El
modelo de movimiento la motilidad progresiva en el equino no es tan rectilineo como

en otras especies, y generalmente el porcentaje que se presenta dentro de la
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motilidad progresiva es de 75%, con un rango de 60 a 95% (Ortega, 2011; Sanchez,
2019).

La evaluacion de este parametro se debe llevar a cabo mediante el empleo de un
microscopio éptico de contraste de fase y un ambiente térmico, la muestra se valora
en base al porcentaje de células en movimiento. Por otro lado, se presentan
diferentes tipos de movimientos en los espermatozoides (P.ej. movimiento
vibratorio, circular, oscilatorio, progresivo lento y r4pido), cuya clasificacion puede
emplearse para las diferentes especies (Betancur, et al., 2013).

El sistema llamado CASA (de sus siglas en inglés, Computer Assisted Semen
Analysis), que tiene como finalidad de establecer una serie de variabilidades, en las
que se incluye el niamero de espermatozoides en movimiento, su velocidad
curvilinea (VCL), velocidad lineal (VSL), coeficiente lineal (LIN), coeficiente de
rectitud (STR), frecuencia de desplazamiento de la cabeza (BCF), etc. Las variables
cineméaticas que se consiguen mediante el sistema CASA, que no pueden ser
adquiridas a través del ojo humano son de gran provecho para fines de
investigacion, facilitando, por ejemplo la determinacién de subpoblaciones de

espermatozoides que coexisten en un eyaculado del semental (Morell, 1997).

2.8.9 Concentracién espermética

La concentracion espermética es la cantidad de espermatozoides por mililitro. Los
valores de concentracién espermatica media fluctian entre 150 a 300x10%/ml, con
una concentracion total de 1 — 20 billones de espermatozoides en cada eyaculado,

con un rango de variacion muy amplio (50 a 80 millones/ml) (Davies, 2005).

El calculo total de espermatozoides es uno de los parametros mas usados para
calcular la fertilidad de un semental aunque esté sujeto a diversos factores de
variacion, por ejemplo: frecuencia de servicios, edad, volumen testicular, actividad
ecuestre, factores nutricionales y factores ambientales. Para la determinacion de la

concentracion espermatica se puede utilizar el hematocitometro, también llamado
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camara de Neubauer o de Spencer, el espectrofotometro, el fotocolorimetro, o bien
un contador fotoeléctrico contador de células el densimetro equino (Animal
Reproduction systems) o el Spermecue (Minitube), los cuales son sistemas
portatiles y rapidos, que tienen como limitante su alto costo y el hecho de ser
precisos solamente con semen fresco (Betancur y Cadavid, 2013).

2.8.10 Morfologia Espermatica

El andlisis de la morfologia de los espermatozoides es un factor importante dentro
de la evaluacion seminal, ya que brinda informacion invaluable para delimitar la
salud del semental, asi como también su potencial de fertilidad. El promedio del
namero de espermatozoides morfolégicamente normales que puede tener un
semental corresponde a un 50%, aunque esta estimacidbn puede variar
considerablemente durante la temporada reproductiva y a su vez en las
evaluaciones rutinaria. Se considera un eyaculado de baja calidad cuando dichos
porcentajes son superiores al 30% de defectos en la cabeza, un 25% de gotas
citoplasmaticas proximales o 40% de espermatozoides anormales (Brito, 2007).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

2.9 Lugar de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Reproduccién “Los Potrillos”, el cual se
ubica en el municipio de Cuauhtémoc, Chihuahua, localizado en la latitud: norte 28°
25”; longitud oeste 106° 52”; con una altitud de 2,060 msn. (INAFED, 2015). En esta
ciudad, el clima es determinado semiseco y templado con una precipitaciéon media
anual de 530 mm/afo, y la temperatura media anual es de 18°C, pero alcanza
temperaturas de hasta 30°C en temporadas célidas (primavera/verano) y 10°C en
temporadas frias (otofio/invierno) (CONAGUA, 2015).

2.9.1 Animales y manejo

Para dicho estudio, se usaron 5 sementales de la raza Cuarto de Milla, con edades

de entre 7-11 afios, los cuales presentan un buen estado de salud y alcanzan los
500-700kg de peso vivo, con una condicion corporal de 5 ( basandose en la escala
del 1 al 9) (Carroll y Huntington, 1988). La alimentacién que reciben es a base de
alfalfa y concentrado al 14% de PC y agua libre acceso como lo establece la
Organizacion Mundial de Salud Animal (Sanchez, 2019).
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2.9.2 Recoleccion de semen
Se utilizé una yegua la cual fue contenida en un chut de manejo con la finalidad de
estimular el comportamiento del semental para lograr la ereccion del pene y asi

conseguir que montara el dummy (figura 4) y (figura 5).

Figura 5. Semental olfateando a la yegua
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Una vez erecto el pene, se realizd el lavado con agua a temperatura de 35°C
aproximadamente y el secado con servilletas de papel absorventes, con la finalidad
de retirar suciedad y asi obtener un eyaculado libre de impurezas. Para un correcto
lavado se debe de hacer énfasis en la fosa uretral para poder retirar el esmegma
acumulado ahi, y los microorganismos residentes Todo esto va justo antes de la
extraccion (figura 6).

Es de gran relevancia evitar el uso de soluciones bactericidas que puedan alterar la

flora bacteriana normal del pene (Alvarenga, et al., 2016)

Figura 6 Lavado y secado del pene del semental

Como siguiente paso, se dirigid al semental al dummy de monta, donde el
manejador llevaba al caballo en linea recta y una vez que el semental se montd en
el dummy, el operador de la vagina desvié el pene hacia la vagina artificial, se
introdujo el pene, dejando la vagina paralela al dummy de monta, se revisaron la
pulsaciones uretrales y se confirmé la eyaculacibn mediante la observacién del

movimiento de cola del semental (banderilleo), cuya caracteristica es indicadora de
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la eyaculacion, posteriormente el operador fue cambiando la posicion de la vagina

conforme se retraia el pene del semental (Damalu, 2012) (figura 7).

Figura 7. Semental montado en el dummy y operario colectando con Vagina
artificial tipo Missouri.

Se utilizé una vagina artificial tipo Missouri de liner de latex con véalvula, adaptador
de valvula, asa de cuero, acondicionador AV y botella de coleccion (Damalu, 2012)

(figura 8).
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Figura 8. agina artificial tipo Missouri

Una vez que la vagina artificial se armé de la manera correcta, se prosiguio a llenar
de agua a una temperatura de 54°C, para posteriormente obtener una temperatura
de 45°C- 48°C, o menos. Una vez listos tanto el garafion como la yegua, se le coloco

al interior de la vagina gel lubricante no espermicida.

El proceso de recoleccion de semen requiri6 de tres personas, un individuo
manejando a la yegua, otro al semental y por dltimo el que manipula la vagina

artificial.

Una vez obtenido el eyaculado se precede a la evaluacion macro y microscoépica

del semen (motilidad, morfologia y concentracion) (Castro y Chacon, 2016).
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3.1 Evaluacién seminal

3.1.1 Determinacion de volumenes eyaculatorios libres de gel

Para la obtencion del volumen de gel se realiz6 un filtrado del eyaculado 2 veces y
posteriormente se midid0 haciendo uso de cilindros de vidrio graduados con
capacidad de 250 ml, obteniendo la muestra del vaso recolector y vertiendo el
contenido por la pared del probeta graduada en su totalidad y asi poder cuantificar

el volumen expresado en mililitros (Restrepo, 2013; Duque, 2017) (figura 9).

del volumen.



24

3.1.2 Determinacion de la concentracion espermatica

Se evalud mediante un fotometro SDM 1 para analisis de la concentracion de semen
(figura 11), se calibré primero con una microcubeta especifica para la especie y una
vez calibrado, se deposité semen con una pipeta en la microcubeta, que se absorbid
por capilaridad, y se coloco en la rejilla del fotobmetro. Los valores arrojados por el
fotbmetro SDM 1 aparecen directamente como un nimero de particulas contadas
por millén en un mililitro de volumen, los resultados de todas las muestras se

anotaron en la bitacora (Minitube, s/f) (figura 10).

FIGURE 10. Fotbmetro SDM 1 para analisis de la concentracién de semen.

3.1.3 Determinacion de la motilidad espermatica

Para la evaluacion de la motilidad es importante que todos los instrumentos que
vayan a tener contacto con el semen estén limpios, estériles, a 37°C. Se hizo uso
de un microscopio equipado con Optica de contraste de fase y una placa térmica
(38°C) con un aumento de 100x (Tejerina, et al., 2009). Seguido, se deposité una
gota de semen en un portaobjetos previamente calentado en una platina a 37 ° C,
se colocd un cubreobjetos atemperado y se hizo una valoracion inmediata. La
valoracién de esta motilidad es subjetiva, si bien, da una idea bastante aproximada

de la calidad de la motilidad de la muestra de semen (Pérez, 2017) (figura 11).
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A través del uso de microscopia Optica convencional se evalué la motilidad
espermatica total (porcentaje de células maoviles) y progresiva (porcentaje de células
moviles con trayectoria lineal), a partir de siete campos visuales y un aumento de
400x (Pérez, 2017).

- S o o i

Figure 11. Evaluacioén de la motilidad e~sper'mét'ica, utilizando una termoplatina para
mantener las laminillas temperadas a 37°C.

3.1.4 Andlisis estadistico

Las medias de volumen, concentracion y motilidad seminal, se analizaron a través
de un analisis de varianza (ANOVA), y si existi6 diferencia en la comparacién de
las medias entre tiempo, se utiliz6 una T-studen. Todas las variables, fueron
analizadas utilizando el paquete estadistico Mystat version de estudiante. Se

consider6 una significancia de P<0.05.
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IV RESULTADOS

Los resultados obtenidos para volumen seminal se muestran en la Figura 12. El
volumen seminal empieza aumentar a partir del mes marzo, observandose un mayor
volumen en los meses de mayo y junio (118 mL; P<0,05) respecto a los meses (47

mL) de enero y febrero (P>0.05).
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Figura 12. Promedios del volumen seminal durante los meses evaluados

La motilidad espermatica se muestra en la Figura 13. Se puede observar que la
motilidad espermatica aumenta a partir del mes de marzo (73%), encontrdndose
una mayor motilidad (86%) durante los meses de julio y agosto, y disminuye a partir

del mes de septiembre a febrero (61%).
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Figura 13. Promedios de motilidad seminal durante los meses evaluados

Los resultados para la concentracién espermatica se muestran en la Figura 14. Se
observo que la concentracion espermatica fue mayor (377x%/mL) en el mes de mayo

(P<0.05) comparado con los demas meses del afio (P<0.05).
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Figura 14. Promedios de concentracion espermatica durante los meses evaluados.
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V DISCUSON

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el volumen seminal en lo
caballos cuarto de Milla fue mayor en los meses de mayo y junio (118 mL), respecto
a los (47 mL) meses de enero y febrero. Lo anterior, esta de acuerdo con los
resultados encontrados por (Clat et al. (1987), en sementales Cuarto de Milla y
Janett et al. (2003%) en sementales Franches Montagnes, observaron un mayor
volumen seminal, ademas, en otro estudio realizado en sementales Pura Sangre
Lusitano Gamboa et al. (2010) reportaron mejor motilidad durante mayo y junio que
coincide con los valores mas altos encontrados en nuestro estudio. Sin embargo,
nuestros resultados son contrarios a los reportados por Pereira et al. (2012), quienes

no observaron diferencia significativa en el volumen seminal a lo largo del afo.

La motilidad espermatica, cuya capacidad de movimiento condiciona la posibilidad
de tener una fecundacion exitosa, siendo uno de los parametros que influyen
directamente en el porcentaje de la fertilidad, demostré ser mayor durante los meses
de julio y agosto (Figura 13), lo que concuerda con lo reportado por (Janett., et al.
2003b; Pereira et al., 2012; Dorado et al., 2014; Kandiel y Khawagah, 2018), y
contrastan con lo que reportaron (Waddington et al., 2017) al igual que el estudio
realizado a sementales Warmblood (Janett, et al. 2003b; Morrel et al., 2013),
quienes reportaron tener mejor motilidad durante el mes de octubre y noviembre

respectivamente.

Los resultados observados en este estudio muestran una mayor concentracion en
el mes de mayo. Lo anterior, es contrario con lo reportado en otros estudios que
muestran una mayor concentracion espermatica durante los meses que
corresponden al verano (Kandiel y Khawagah, 2018). Asi mismo, el efecto de mes
en concentracion espermatica coincide con los resultados de este estudio y lo
reportado por (Clay C. M. et al.,1987) quien reporto tener mayor concentracion

durante el mes de mayo.
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V CONCLUSION
Bajo las condiciones de este estudio, existe un efecto del mes del afio en la
variabilidad de la calidad seminal de caballos Cuarto de Milla, mostrando mejores
promedios durante los meses de mayo y junio, por lo tanto, podemos utilizar el
semen de estos meses en las diferentes biotecnologias reproductivas de esta
especie, como lo es la Inseminacion artificial (1A), la trasferencia de embriones, la

produccion in vitro de embriones (PIVE).
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