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EFECTO DE DOS PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACION DE SEMEN SOBRE
LOS RESULTADOS DE INSEMINACION ARTIFICIAL EQUINA

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dos protocolos de criopreservacion
de semen sobre los resultados de inseminacion artificial equina. En un primer protocolo
se criopreservo semen empleando una centrifugacion de 600 g por 11 minutos y en un
segundo protocolo se criopreservdé semen a 750 g por 8 minutos. Estos protocolos
correspondieron al tratamiento uno y dos respectivamente. Se utilizaron 13 yeguas de
la raza Cuarto de Milla, en edades entre 4 a 8 afios. La condicion corporal de las
mismas era aproximadamente entre 6 y 7 (en escala de 1 a 9). Se realizaron 13
inseminaciones con semen criopreservado (T1: 7 inseminaciones con semen de 600
g por 11 minutos y T2: 6 inseminaciones con semen de 750 g por 8 minutos). Los datos
fueron ordenados en una tabla de contingencia. Para el analisis estadistico se llevo a
cabo la prueba de Chi Cuadrado, utilizando el programa IBM SPSS Statisctics version:
29.0.0.0 (241), donde se encontraron diferencias significativas (P<0.05) para las tasas
de prefiez cuando se emple6 el semen criopreservado en el T1 sobre el T2 (T1: 71.40%
y T2: 16.70%). Se concluye gque el semen criopreservado en el T1 ofrecié las mejores

tasas de prefiez utilizando una inseminacion artificial a tiempo fijo.

PALABRAS CLAVES: Semen equino, congelacion de semen, yegua, sincronizacion
del celo, estro, foliculo preovulatorio, ovulacién, inseminacién intracornual, tasas de

prefiez, ultrasonografia.
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EFFECT OF TWO SEMEN CRYOPRESERVATION PROTOCOLS ON THE
RESULTS OF EQUINE ARTIFICIAL INSEMINATION.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of two semen cryopreservation
protocols on the results of equine artificial insemination. In a first protocol, semen was
cryopreserved using a centrifugation of 600 g for 11 minutes and in a second protocol,
semen was cryopreserved at 750 g for 8 minutes. These protocols corresponded to
treatment one and two, respectively. Thirteen Quarter Horse mares, aged 4 to 8 years,
were used. The body condition of the mares was approximately between 6 and 7 (on a
scale of 1 to 9). Thirteen inseminations were performed with cryopreserved semen (T1:
7 inseminations with 600 g semen for 11 minutes and T2: 6 inseminations with 750 g
semen for 8 minutes). The data were arranged in a contingency table. For the statistical
analysis, the Chi-Square test was performed, using IBM SPSS Statistics version:
29.0.0.0 (241), where significant differences (P<0.05) were found for pregnancy rates
when cryopreserved semen was used in T1 over T2 (T1: 71.40% y T2: 16.70%). It is
concluded that semen cryopreserved at T1 offered the best pregnancy rates using

fixed-time artificial insemination.

KEYWORDS: Equine semen, freezing semen, mare, estrus synchronization, estrus,
preovulatory follicle, ovulation, deep horn insemination, pregnancy rates,
ultrasonography.



I. INTRODUCCION

La inseminacién artificial (IA) con semen congelado implica la introduccion oportuna
de una cantidad adecuada de espermatozoides en el Utero de la yegua (Samper,

Estrada y McKinnon, 2007).

La IA es una base para otras biotecnologias que van desde la transferencia de
embriones hasta la clonacion. Durante décadas, la investigacion sobre la IA se ha
centrado en el ganado Bovino, pero durante los ultimos 35 afios, esta biotecnologia

ha ganado cada vez mas popularidad en la cria de caballos.

Durante la ultima década, se han logrado importantes logros en el procesamiento,
congelacion y la inseminacion con semen equino congelado. Este progreso se ha
asociado con el uso de nuevas técnicas de IA, como la inseminacion intracornual,
nuevos diluyentes disponibles que dan como resultado una mejor criosupervivencia
de los espermatozoides y técnicas de seleccion de esperma para aumentar la

calidad del semen congelado (Alvarenga et al., 2016).

Al parecer, los dos factores de mayor relevancia hacen referencia al semen
empleado en el momento de la IA, asi como el sitio de inseminacién (Metcalf, 2007),
pues a pesar de que la fertilidad de la yegua y su manejo reproductivo son factores
claves en el establecimiento de gestaciones, es importante suministrar semen de

buena calidad para la IA (Samper, 2008; Vidament et al., 1997).



Al igual que en la monta natural, la longevidad de los espermatozoides dentro del
tracto reproductivo de la yegua y el periodo de viabilidad del 6vulo, determinaran el

momento optimo de la inseminacion (Olguin y Esquivel, 2011).

Debido a estos factores es importante tener en cuenta la influencia de un buen
proceso de criopreservacion, para asi preservar la capacidad fecundante del semen
equino (Restrepo et al., 2012). Es por esto que se han desarrollado diferentes
agentes criopreservantes que mantienen la viabilidad de las células espermaticas
después del proceso de congelacion y descongelacion, y que han demostrado

buenas tasas de prefiez (Miller, 2008).

Ademas, el manejo reproductivo de la yegua para IA con semen congelado puede
ser costoso, y predecir el momento exacto de la ovulacion es un desafio (Immonen
y Cuervo-Arango, 2018), por lo cual se considera conveniente inducir la ovulacion
cuando la yegua presenta un foliculo = o igual a 35mm, y realizar la IA 24 a 48 horas

después (Alonso et al., 2016).

El sitio de inseminacion juega un rol importante sobre las tasas de prefiez, en la
actualidad la inseminaciéon de cuerno profundo ipsilateral al ovario donde se
encuentra el foliculo preovulatorio es una técnica segura para ser utilizada en la

yegua siempre y cuando se realice de forma correcta (Lazcano y Pereyra, 2020).

Dicha técnica es la mas recomendada cuando se insemina con semen congelado,
ya que la criopreservacién precapacita a los espermatozoides y reduce su
capacidad de fertilizacion a un lapso aproximado de 6 horas post IA, por lo tanto, es

necesario inseminar sobre la ovulacion (Alonso et al., 2016).



Las tasas de prefiez en yeguas inseminadas con semen congelado varian, pero en
promedio se encuentran alrededor del 50% (Sanchez et al., 2009). Sin embargo,
Loomis (2001), sefiala que se pueden obtener tasas de prefiez con semen
congelado similares a las obtenidas con semen enfriado, pues, en un estudio
realizado por este autor inseminando yeguas con semen enfriado (74,7% de prefiez)

fueron similares a las de semen congelado (75,6% de prefiez).

Los protocolos de criopreservacion varian ampliamente entre los diferentes
laboratorios, los resultados en cuanto a la evaluacién posterior a la descongelacion
también son variables y, aln mas, las tasas de prefiez cuando se inseminan yeguas;
ya que intervienen mas factores no relacionados directamente con el protocolo de

criopreservacion (Castro y Chacoén, 2016).

Diversos investigadores reportan que la centrifugacion, genera dafios mecanicos
sobre los espermatozoides equinos, los cuales dependen de la duracién y fuerza
con que sea ejecutada (Ramires-Neto et al., 2013). En un estudio realizado por
(Alvarenga et al.,, 2012), determinaron que la menor pérdida de células
espermaéticas, por dafios asociados a la centrifugacion, se presenté a 600 g durante

10 minutos que cuando centrifugaron a 1000 g durante 20 minutos.

Esto fue corroborado por Love et al., (2012), donde centrifugaron semen a 1000 g
durante 20 minutos, y observaron una reduccion en la movilidad y en la velocidad
de los espermatozoides. Al respecto (Mari et al., 2015), sefialaron que una alta

fuerza de centrifugacion, es perjudicial para la integridad de los espermatozoides.



De acuerdo a lo anterior, es importante continuar evaluando alternativas de
centrifugacion que conduzcan a una maxima recuperacion celular, condicionada a
la menor reduccion posible en la integridad y la funcionalidad de los

espermatozoides equinos (Restrepo et al., 2016).

Es por esto que este trabajo de investigacion presenta los objetivos que se

describen a continuacion:

. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

v' Evaluar el efecto de dos protocolos de criopreservacion de semen equino
gue emplean distintas gravedades y tiempo de centrifugacion, sobre los

resultados de la inseminacion artificial equina.

2.2. Objetivos Especificos

v' Comparar las tasas de gestaciéon de hembras inseminadas con semen
criopreservado en dos protocolos con distintas gravedades y tiempos de
centrifugacion.

v' Discutir los resultados alcanzados de acuerdo al método de induccion de la
ovulacion, tiempo de IA luego de la induccion de la ovulacion y dosis de

semen empleada en la IA.



. HIPOTESIS

Ha

Existen diferencias entre el efecto de dos protocolos de criopreservacion de semen

empleados sobre los resultados de inseminacion artificial equina.

Ho

No existen diferencias entre el efecto de dos protocolos de criopreservacion de

semen empleados sobre los resultados de inseminacion artificial equina.



IV. MARCO TEORICO

4.1. Anatomia reproductiva de la yegua

El sistema reproductivo de la yegua esta formado por dos grupos de o6rganos: (1)
aguellas estructuras que son intrinsecas al tracto reproductivo (ovarios y genitales
tubulares) y (2) aquellas que estan fisicamente aisladas del tracto reproductivo, pero
juegan un papel en la regulacién de los eventos reproductivos (por ejemplo: glandula

pineal, retina, hipotalamo e hipdfisis) Brinsko et al., (2011a).

El tracto reproductivo consta de dos ovarios y un tracto tubular, que incluye los
oviductos y cuernos uterinos emparejados, un solo cuerpo uterino, cuello uterino o
cérvix, vagina, vestibulo, vulva y clitoris (Brinsko et al., 2011a; Evans, Constantinescu

y Ganjam 2007; Real, 1990).

Ovarios

Los ovarios son los 6rganos principales que intervienen en la reproduccién, funcionan
como glandulas endocrinas al producir hormonas esteroides, y como glandulas
exocrinas citégenas al producir y liberar 6vulos (Real, 1990). Anatomicamente los
ovarios se encuentran en el area sub lumbar (ventral a la cuarta o quinta vértebra
lumbar), suspendidos por ligamentos, y generalmente se encuentran a varios

centimetros detras del rifidn correspondiente (Brinsko et al., 2011a).



Los ovarios y los foliculos son mas grandes en la yegua que en otras especies de
granja. Los ovarios equinos tienen forma de frijol y varian en tamafio segun la actividad
ovarica, la edad, la raza y la alzada (Real, 1990). Son en promedio de 6 a 8 cm
(centimetros) de longitud, de 3 a 4 cm de altura y de 70 a 80 g (gramos) de peso

(Brinsko et al., 2011a).

En el ovario de la yegua la zona medular o vascular es superficial y la zona cortical
(que contiene los foliculos) esta en el interior de la glandula. El tejido cortical alcanza
la superficie solo en la depresion del borde ventral o libre. Esta, por lo tanto, es la Unica
area desde la cual ocurre la ovulacion normal y se denomina apropiadamente la fosa

de ovulacion (Brinsko et al., 2011a; Evans et al., 2007; Real, 1990).

La fosa de ovulacion estéa cubierta por una capa de células poligonales cortas, que son
un remanente del epitelio germinal primitivo. La papila de la ovulacién del cuerpo luteo
no se proyecta desde la superficie convexa del ovario como lo hace en otras especies,
sino que sobresale hacia la fosa de ovulacion (Brinsko et al., 2011a; Evans et al.,

2007).

Oviductos

Los oviductos (trompas de Falopio, trompas uterinas) son largos conductos tortuosos
gue miden de 20 a 30 cm de longitud cuando se extienden completamente y 2 a 3
milimetros de grosor en su extremo uterino; en su extremo ovarico se dilatan de 4 a 8

milimetros (Evans et al., 2007; Real, 1990).

Los cilios estan presentes en el epitelio del oviducto y producen una corriente dirigida

hacia el utero. El oviducto se divide en tres partes: el infundibulo (porcion en forma de



embudo mas cercana al ovario), la ampolla (porcion media expandida) y el istmo

(porcion estrecha que conecta la ampolla con la asta uterina) Brinsko et al., (2011a).

Utero

El Gtero consta de dos cuernos y un cuerpo singular. Se ha descrito que el Gtero tiene
forma de T en la yegua, pero la forma de Y es probablemente una descripcién mas
precisa del drgano cuando se ve dorsalmente en su posicion natural en la yegua
(Brinsko et al., 2011a). El cuerpo uterino mide aproximadamente 20cm de largo y los

cuernos entre 20 a 25cm de largo (Evans et al., 2007; Real, 1990).

El Utero es un dérgano dinamico, que tiene varias funciones diversas. Facilita el
transporte de espermatozoides a las trompas uterinas, el desarrollo embrionario y fetal

optimo depende de un ambiente uterino apropiado (Evans et al., 2007).
Cérvix
La cérvix o cuello uterino es una estructura de paredes gruesas y lumen reducido que

forma una barrera entre el Utero y el medio externo; su longitud esde 5a 7.5 cm y su

diametro de 3 a 4 cm (Real, 1990).

El cuello uterino es un 6rgano dinamico en la yegua. Esta revestido internamente por
células secretoras que contienen epitelio que producen un moco delgado para servir
como lubricante durante el estro y un moco espeso para ocluir la luz cervical durante
el diestro y la gestacion, de modo que sea menos permeable a las bacterias y a los

materiales extrafos (Brinsko et al., 2011a).



Vagina

La vagina es un organo tubular que se extiende horizontalmente de 15 a 20 cm a traves
de la cavidad pélvica desde el orificio externo del cuello uterino hasta el pliegue
transversal que recubre el orificio uretral externo (Evans et al., 2007). A diferencia del
atero, el cuello uterino y el vestibulo la lamina propia de la vagina esta bien

vascularizada pero no contiene estructuras glandulares (Bergfelt, 2009).
Vestibulo

Con frecuencia descrito como parte de la vagina, el vestibulo se extiende de 10 a 12
cm desde el pliegue transversal que recubre el orificio uretral externo hasta la vulva,
contiene glandulas vestibulares ventralmente que secretan moco para proporcionar
lubricacion al tracto tubular posterior (Evans et al., 2007; Bergfelt 2009; Brinsko et al.,

2011a).
Vulva

La vulva, que generalmente incluye los labios (labios vulvares) y el clitoris, es la porcién
mas caudal del tracto reproductivo y se considera la primera linea de defensa para

proteger contra la contaminacion del atero (Bergfelt, 2009).

La abertura vulvar vertical normalmente comienza de 5 a 7 cm directamente debajo
del ano y tiene una longitud de 12 a 15 cm (Brinsko et al., 2011a), aproximadamente
dos tercios de la vulva se extienden caudoventralmente sobre el arco isquiético; por lo
tanto, el paso seguro del antebrazo, la pipeta u otros instrumentos hacia el vestibulo y

la vagina se realiza en un angulo hacia arriba (Evans et al., 2007; Bergfelt, 2009).



Clitoris

El clitoris, un homadlogo del pene, esta ubicado en una cavidad craneal a la comisura
ventral de la abertura vulvar. EI masculo retractor del clitoris y el musculo constrictor
vulvar son responsables de la inversion natural de los labios y la exposicion del clitoris
(“guifio del clitoris”) durante la miccion o durante el estro conductual (Bergfelt, 2009;

Brinsko et al., 2011a).

4.2. Fisiologia reproductiva de la yegua no gestante

4.2.1. El ciclo estral

El ciclo estral se define como el periodo desde una ovulacion a una ovulacion posterior
(intervalo interovulatorio), cada ovulacion se acompafa de signos conductuales de
estro mientras que las concentraciones plasmaticas de progesterona permanecen

bajas (<1ng/ml) (Brinsko et al., 2011a).

El ciclo estral se divide en el proceso de ovulacion y un periodo interovulatorio.
También se puede considerar que el ciclo estral consiste en una fase folicular (estro)
(en la cual la yegua es sexualmente receptiva al semental, y el tracto genital esta
preparado para aceptar y transportar esperma a los oviductos para la fertilizacién) que
involucra el proceso de ovulacién y una fase lutea (diestro) (en la cual la yegua no es
receptiva al semental, y el tracto genital esta preparado para aceptar y nutrir el

conceptus) (Andrade Souza et al., 2011; Brinsko et al., 2011; Bergfelt, 2009).
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4.2.2. Foliculogénesis y ovulacion en layegua

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios. La foliculogénesis se
define como el proceso de formacion, crecimiento y diferenciacion folicular, abarca
desde el estadio de foliculo primordial hasta el de foliculo preovulatorio (Gigli, Russo

& Aguero, 2006).

Las yeguas nacen con un grupo finito de foliculos primordiales, se ha estimado que
existe un grupo de reserva de aproximadamente 36,000 foliculos primordiales en la
yegua (en contraste con mas de 120,000 foliculos primordiales en la vaca) y que en
cualquier momento durante la temporada ovulatoria, 100 (frente a 300 en la vaca)
foliculos primordiales han abandonado el grupo de reserva y han entrado en el grupo
activo de foliculos y estan experimentando crecimiento y diferenciacion (Evans et al.,

2007).

La ovogénesis es el proceso de formacion y desarrollo del ovocito. Comienza con las
ovogonias, que derivan de las células germinales primordiales en el embrion y culmina

con la formacion de ovocito Il (ovulacién) Gigli et al., (2006).

La ovulacion en la yegua es un proceso complejo que involucra una secuencia de
eventos que conduce a la ruptura de un foliculo dominante (>30mm) en la fosa de
ovulacion y la extrusién del liquido folicular, células de la granulosa y el complejo

cumulo/ovocitos (Bergfelt y Adams, 2007).

11



4.2.3. Sincronizacion del estro en la yegua

La sincronizaciéon estral en la yegua es mas relativa y no produce resultados tan
confiables como la sincronizacion estral en el ganado bovino (Card, 2009), debido a
que la duracion del celo en la yegua es de 5 a 7 dias, y el momento de la ovulacién en
relacion con el final del celo varia, ocurriendo la ovulacion en los ultimos 2 dias del
celo en el 69 % de las yeguas y después del final del celo en el 14 % de las yeguas
(Bradecamp, 2007). Estos factores dificultan el desarrollo de un programa de
sincronizacion que permita realizar una sola monta o inseminacion en un momento

predeterminado.

El método mas tipico para sincronizar e inducir el estro en la yegua es la finalizacion

de la fase latea del ciclo estral con un analogo de PGFz2a (Pinto y Meyers, 2007).

4.2.3.1. PROSTAGLANDINA F: alfa (PGF2a)

De las especies domésticas estudiadas, la yegua es la méas sensible, en base a peso
corporal, a los efectos luteoliticos de la administracion sistémica (intramuscular o
subcutanea) de PGF2a. Tal administracion es tan eficaz para causar la lutedlisis en
yeguas intactas como histerectomizadas, lo que indica que el principal sitio de accién

de la PGF2a no se encuentra a nivel del utero (Hafez, 1989).

Las prostaglandinas son hormonas de &cidos grasos con una amplia variedad de
aplicaciones clinicas en la reproduccion equina. En la mayoria de las aplicaciones, se
usan para inducir la lisis del cuerpo luteo o para estimular las contracciones uterinas

(Samper, 2008; McCue y Ferris, 2015).
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En las yeguas, el inicio del estro se induce de manera rutinaria después de una dosis
luteolitica de un analogo de prostaglandina Fzq, las yeguas en diestro con un cuerpo
lteo maduro y funcional responderan entrando en el estro 3 a 4 dias después de la

induccion (Samper, 2008; Metcalf y Thompson, 2010).

4.3. Agentes inductores de la ovulacion en yeguas

Un agente inductor de la ovulacién se administra cominmente a las yeguas en celo
para estimular la ovulacion dentro de un periodo definido (McCue, Magee y Gee,
2007). La administracién de un agente inductor de la ovulacion en un momento
apropiado del celo tipicamente avanzara la ovulacion entre 1 y 2 dias antes de la

ovulacién espontanea esperada (McCue, 2014c).

Por lo tanto, la induccién de la ovulacion permite una prediccion precisa del tiempo de
ovulacion y facilita el manejo del apareamiento o la inseminacion cuando la

disponibilidad de esperma es problemética (Chavatte y Palmer, 1998).

Actualmente hay tres productos disponibles: gonadotropina coriénica humana (hCG),

deslorelina (analogo de GnRH) y reLH (LH equina recombinante).

4.3.1. Gonadotropina coriénica humana (hCG)

La gonadotropina coridnica humana (hCG) es una gran hormona glicoproteica
producida por las células citotrofoblasticas de la placenta humana con actividad

bioldgica similar a la Hormona Luteinizante (LH) McCue y Ferris (2015).
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Actualmente es uno de los agentes de induccion de la ovulacion mas rentables y de
uso mas frecuente en la industria equina (Samper, 2008; Barbacini et al., 2010; McCue

y Ferris, 2015; Tazawa et al., 2017).

La dosis utilizada de este agente inductor de la ovulacion varia entre 1500 a 3300 Ul
(Samper, 2008). Sin embargo, la eficacia para inducir una ovulacion programada
puede reducirse si se administra hCG repetidamente durante la misma temporada de

reproduccion (McCue y Ferris, 2015).

En un estudio realizado, utilizando diferentes dosis de hCG (500, 1500 y 2500 Ul),
obtuvieron que los intervalos medios desde el tratamiento hasta la ovulacién fueron
similares en el grupo de 2500 Ul (43.5 £ 1.0 horas) y el grupo de 1500 Ul de hCG (44.0
+ 1.0 horas) y mas cortos que los observados para el grupo de 500 Ul de hCG (82.6 +

8.5 horas) Gastal et al., (2006).

La razon por la cual, la ovulacion en las yeguas ocurre dentro de las 36 a 48 horas
después de la aplicacion de hCG es debido a que se da una disminucién inmediata del

17B- estradiol y un aumento mas rapido de la LH (Ginther et al., 2009).

Ademas, el tratamiento con hCG esta asociado con la interrupcién de la tasa de
crecimiento del foliculo preovulatorio concurrentemente con la reduccion de la
concentracion de estradiol sistémico y la puntuacion de la ecotextura endometrial

(Dolezel et al., 2012; Tazawa et al., 2017).

Por otra parte, una inyeccion unica de hCG es eficaz, no solo para inducir la ovulacion,
sino que también aumenta la probabilidad de gestacion a los 14 dias después de la

ovulacion (Grimmett y Perkins, 2001; Fernandez et al., 2008).
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4.3.2. Hormonas liberadoras de gonadotropinay agonistas liberadoras de
gonadotropina.

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es una hormona peptidica de 10
aminoacidos producida en el hipotalamo. Los agonistas de GhRH, como la deslorelina,
la buserelina y la historelina, se administran para estimular la actividad folicular en

yeguas en anestro e inducir la ovulacién en yeguas ciclando (Samper, 2008).

En un estudio reportaron que la administracién de acetato de deslorelina (36.6 horas)
muestra un mejor desempeiio que la hCG (45.6 horas) debido a un menor tiempo de
espera entre la induccion de la ovulacion, con la diferencia de 9 horas a favor del grupo
1, y fue mas precisa en ovulacién, que fue muy importante en la Inseminacién Artificial

(Figueiredo et al., 2011),

Por otra parte, La deslorelina se puede usar para inducir la ovulacién en yeguas que
no ovulan en respuesta a la hCG, y el uso repetido de deslorelina durante multiples
ciclos de celo no provoca una respuesta inmune ni disminuye su eficacia (McCue y

Ferris, 2015).

4.3.3. LH equina recombinante (reLH)

La LH equina recombinante es una gonadotropina monocatenaria de menor peso
molecular que la hCG de dos cadenas y, por lo tanto, mucho menos antigénica

(Samper, 2008).

La eficacia de la hormona luteinizante equina recombinante (reLH) para acortar el
tiempo de ovulacion es equiparable a los alcanzados con hCG. En un estudio realizado

donde se aplicaron dosis de 0.75 y 0.9 mg de reLH dieron como resultado tasas de
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ovulacion del 90% y 80%, que fueron similares al tratamiento con hCG (85.7%) con

una aplicacion de 2500 Ul (Yoon et al., 2007).

4.4. Criopreservacion del semen equino

La criopreservacion del semen permite conservar y almacenar material genético por
largos periodos de tiempo (Castro y Chacén, 2016). Este procedimiento implica el
almacenamiento de los espermatozoides a temperaturas bajo cero, utilizando

fundamentalmente el Nitrogeno Liquido (-196°C) Brinsko y Varner (1992).

Antes de criopreservar el semen equino este se debe centrifugar para eliminar el
plasma seminal que se ha contaminado con orina durante la recoleccién de semen y

para concentrar los espermatozoides en un sedimento (Bradecamp, 2014a).

Existen tres técnicas para realizar la centrifugacion del semen equino: centrifugacion
simple o estandar (CS), centrifugacion empleando un medio amortiguador y

centrifugacion en coloides de silicato (Percoll).

4.4.1. Centrifugacion estandar

En esta centrifugacion el eyaculado se diluye en volumen 1:1 con un extensor de
semen comercial y se divide el volumen en partes iguales entre los tubos de
centrifugacion, el extensor de semen ayuda a mantener la viabilidad de los
espermatozoides durante la centrifugacién (Bradecamp, 2014a). Dicha técnica es la

mas econdmica.

16



4.4.2. Centrifugacién empleando un medio amortiguador.

La centrifugacion de semen se puede realizar con o sin la ayuda de un medio
amortiguador, el cual es una solucién que contiene iodixanol (Sieme et al., 2006). El
propdsito del amortiguador es permitir que el semen se centrifugue a una fuerza g mas
alta para maximizar el porcentaje de esperma recolectado después de la centrifugacion

sin tener un efecto perjudicial sobre la viabilidad del esperma (Bradecamp, 2014b).

4.4.3. Centrifugacion coloidal

La centrifugacion coloidal de una sola capa es un proceso mediante el cual el semen
del semental se pasa a través de una solucion de particulas de silice coloidal y
silanizada (Percoll) durante la centrifugacién para seleccionar esperma con buena
motilidad, morfologia y calidad de cromatina mediante el uso de una técnica coloidal

de una sola capa (Bradecamp, 2014c).

No existen grandes diferencias en la motilidad de los espermatozoides empleando las
técnicas antes mencionadas, pero tanto la técnica que emplea un medio amortiguador
y la que emplea gradientes de Percoll si permiten obtener mejor calidad seminal en

cuanto a morfologia e integridad de los espermatozoides (McCue, 2014€)

45. Técnicas deinseminacion

Las distintas técnicas de IA afectan el transporte espermatico y la reaccion inflamatoria
postinseminacion, por lo tanto, la técnica de |IA sera determinada por el nimero y costo
de la dosis de semen disponibles, estatus de la yegua a inseminar y la fertilidad del

semen congelado (Cazales, Estradé y Mattos, 2020).
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Hoy en dia, existen tres técnicas comunes para inseminar yeguas con semen
congelado: inseminacion en el cuerpo uterino 0 inseminacion convencional,
inseminacion de cuerno profundo guiada rectalmente (RGDHI) e inseminacion

endoscopica de cuerno profundo (EDHI) Sanchez et al., (2009).

4.5.1. Inseminacion en el cuerpo uterino o inseminacion convencional

La inseminacion en el cuerpo uterino es la técnica mas comun y consiste en depositar
el semen en la parte caudal del cuerpo uterino con la utilizacion de un catéter que pasa
a través del cuello uterino (Sanchez et al., 2009). Después de aplicar un vendaje de
cola y limpiar el area perineal, se inserta una mano en la vagina y se localiza el cuello
uterino, el dedo indice se inserta en el cuello uterino, y se pasa un catéter de
inseminacion a través de la vagina, luego a lo largo del dedo indice y asi hasta el Utero

(Parkinson & Morrel, 2019).

Las principales desventajas de esta técnica son la necesidad de un mayor volumen y
namero de espermatozoides, 1o que aumenta la reaccion inflamatoria de la yegua y
provoca un retraso en el transporte del esperma uterino; sin embargo, la técnica es

facil y muy barata (Sanchez et al., 2009).

4.5.2. Inseminacion de cuerno profundo guiada rectalmente (RGDHI)

La inseminacion de cuerno profundo guiada rectalmente es una técnica que se puede
usar para administrar espermatozoides en la punta del cuerno uterino muy cerca de la
union atero tubarica (Dascanio, 2014). El procedimiento se usa con mayor frecuencia
cuando el volumen de semen es bajo o cuando se insemina semen congelado y

descongelado (McCue, 2014a).
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La técnica de guia rectal comienza lavando el perineo a fondo, seguidamente se pasa
una pipeta flexible de 65 cm de largo a través del cuello uterino y sube por el cuerno
ipsilateral del ovario con el foliculo ovulatorio (Sanchez et al., 2009), una vez la pipeta

se coloca en la ubicacion deseada se realiza la inseminacion (Dascanio, 2014).

La técnica de RGDHI guiada rectalmente tiene varias ventajas. Es barato y solo se
necesitan dos personas. Con experiencia se puede realizar muy rapidamente y la
mayor desventaja es que por descuido puede causar traumatismo en el Utero o el recto

durante la manipulacién (Lyle y Ferrer, 2005).

4.5.3. Inseminacion endoscoépica de cuerno profundo (EDHI)

Al igual que con cualquier procedimiento vaginal, el area perineal se lava y desinfecta.
Las yeguas que se inseminan mediante EDHI se deben sedar con tartrato de
butorfanol (5 mg i.v.) junto con 150 mg de xilazina 0 4 mg de detomidina (4 mg i.v.) y

al igual que con RGDHI, se debe realizar la evacuacion del recto (Samper, 2008).

La principal ventaja de la técnica de inseminacién endoscopica de dosis baja es la
visualizacion directa y la deposicion precisa de un pequefio volumen de semen

concentrado en la unién uterotubal (McCue, 2014d).

Las desventajas incluyen el costo inicial del videoendoscopio, el tiempo requerido para
configurar, realizar y limpiar después del procedimiento, y la necesidad de contar con

personal capacitado multiple (Samper, 2008).

Quizas el mejor uso para este procedimiento es cuando se trata de un volumen muy
bajo de semen (<0.5 ml) Miller (2008); Sanchez et al., (2009). Aunque no hay una
diferencia significativa en la tasa de prefiez entre la técnica de dosis baja manual de

19



cuerno profundo y la técnica de inseminacién endoscoépica de dosis baja (McCue,

2014d; Dascanio, 2014).

4.6. Dosisy frecuencia de inseminacion

No existe una dosis estandar de inseminacion para el semen congelado y

descongelado que se haya evaluado exhaustivamente en el caballo (Miller, 2008).

Aunque la dosis de inseminaciéon probada con el tiempo ha sido de 500 x 10
espermatozoides progresivamente moviles por mililitro de semen (PMS/ml) tanto para
semen fresco como enfriado, las mejoras en la composicion del diluyente y el manejo
de yeguas deberian permitir reducir las dosis convencionales al menos 100 x 108

(PMS/ml) Brinsko (2006).

Estudios realizados por Morris et al., (2000), utilizando inseminacion histeroscoépica de
pequefias cantidades de espermatozoides en la union Uterotubal en yeguas
preovulatorias determinaron que la deposicién de 1.0 x 106 espermatozoides moviles

sobre la papila Uterotubal comenzo a acercarse al limite de una fertilizacidén exitosa.

Estos mismos hallazgos fueron reportados por Hayden et al., (2012) estos
investigadores sefalan que las tasas de prefiez no se vieron afectadas
significativamente, cuando se inseminaron 1 millon de espermatozoides, para
histeroscopia (10/13, 77%) y transrectalmente (11/15, 73%) y de manera similar,
cuando se inseminaron 0.5 millbn de espermatozoides, las tasas de prefiez para

histeroscopia (3/15, 20%) y transrectalmente (4/13, 31%) estas disminuyeron.

La frecuencia de inseminacion fue estudiada por Loomis y Squires (2005), donde
determinaron que las tasas de prefiez utilizando semen congelado no se vio afectada
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cuando se insemind una sola vez versus dos o tres veces (para ambos casos 47.1%
de prefiez). A similares conclusiones llegaron Sieme et al.; (2003) pues no encontraron
grandes diferencias en la tasa de prefiez utilizando una inseminacion versus dos

inseminaciones.

Metcalf (2007) recomienda que para el uso eficiente del semen congelado se debe
programar la inseminacion lo mas cercano a la ovulacion. No obstante Ribeiro et al.;
(2015), aclaran que realizar dos inseminaciones a tiempo fijo reduce la frecuencia de
ecografias en las yeguas. Todo dependera de la disposicién del semen y los gastos

de los procedimientos de |.A.

4.7. Reconocimiento materno de la prefiez en la yegua

El reconocimiento materno de la prefiez en el caballo es la suma de eventos que
conducen al mantenimiento de la prefiez; en sentido estricto, se refiere al proceso
fisiolégico por el cual se prolonga la vida del cuerpo luteo (Klein, 2016; Klein y

Troedsson, 2011).

En las yeguas, el embrién migra hacia el ttero entre los dias 5y 6 de la postovulaciéon
iniciando su movilidad por todos los segmentos uterinos, lo que es fundamental para
el reconocimiento materno de la prefiez (Brinsko et al., 2011b), durante la fase de
movilidad, la vesicula embrionaria muestra una tasa de crecimiento lineal hasta su
fijacion entre los dias 15 y 17, cuando ocurre el fendmeno de orientacion, desde la
fijacion hasta el dia 28 de prefiez, el crecimiento embrionario es menos evidente

(meseta) mediante un examen ecografico de corte transversal (Meira et al., 2012).
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Después de este periodo se restablece la tasa de crecimiento lineal hasta el dia 46.
Alrededor del dia 20, el embridn propiamente dicho se visualiza como una mancha

ecogénica en la cara ventral de la vesicula (Meira et al., 2012).

Alrededor del dia 38 de gestacion, comienza la formacion de las copas endometriales,
Yy, en consecuencia, la sintesis de gonadotropina coridnica equina (eCG) induce la
formacion y desarrollo de cuerpos lateos suplementarios, que son importantes para
secretar progesterona y mantener la prefiez hasta el dia 120 aproximadamente (Meira

et al., 2012; Klein y Troedsson, 2011).

4.8. Diagnostico reproductivo por ecografia en yeguas

Histéricamente, la palpacion por recto era la técnica principal para la determinacion de

la prefiez, antes del advenimiento y uso clinico de la ecografia (Sitters, 2014).

En 1980, la ecografia en tiempo real se informd por primera vez como una modalidad
de diagndstico potencialmente valiosa en la disciplina de la reproduccion equina
(Echevarria, 2001), desde este informe original, las aplicaciones de la ecografia de
diagnéstico en la reproduccion equina se han expandido hasta el punto de que la
ecografia se ha convertido en una herramienta fundamental e indispensable para los
profesionales de las Ciencias Pecuarias como para los cientificos investigadores

(Brinsko et al., 2011b).

Los equipos usados mayormente son de modo B y tiempo real. Modo B se refiere a la
modalidad de diferentes grados de brillantez, imagenes en tiempo real son las que se

presentan en movimiento continuo en el monitor (Echevarria, 2001).
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Un sistema de ultrasonido en tiempo real en modo B consiste en un transductor que
esta conectado por un cable largo a una unidad base que contiene un monitor y un
panel de control, el transductor transmite y recibe ondas de sonido de alta frecuencia
para producir imagenes de tejidos y 6rganos en la pantalla del monitor (Brinsko et al.,

2011b).

Los tejidos varian en ecogenicidad (es decir, la capacidad de propagarse o reflejar
ondas de sonido) por lo tanto, los tejidos altamente ecogénicos (hueso, tejido
conectivo) aparecen blancos en el monitor y los liquidos no reflejan las ondas de sonido
(son anecoicos), y aparecen como imagenes oscuras (Brinsko et al., 2011b;

Echevarria, 2001).

En la actualidad, el examen de ultrasonido del tracto reproductivo es la prueba mas
confiable para el diagnostico de prefiez (McCue, 2014a), ademas, el examen de
ultrasonido es valioso en la deteccién temprana de prefiez gemelar y deteccion de

potencial patologia ovérica o uterina (McCue, 2014b).
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V. MARCO METODOLOGICO

5.1. Lugar de estudio

Este estudio fue realizado en los distritos de David (corregimiento de Chiriqui) y San
Lorenzo, provincia de Chiriqui. El primero ubicado a los 8°22°00"" de latitud norte y
82°18°00"" de longitud oeste, con una elevacion promedio de 27 msnm, con una
temperatura promedio anual de 32° C, humedad relativa de 80% y el segundo
localizado a los 8°18°00"" de latitud norte y 82°06°00"" de longitud oeste, con una
elevacion de 32 msnm. La temperatura minima es de 22 ° C y la temperatura
maxima es de 33 ° C y una temperatura promedio de 24 ° C, humedad relativa

promedio anual de 83.7% (ETESA, 2022).

5.2. Animales experimentales

Se utilizaron 13 yeguas de la raza Cuarto de Milla, con edades entre 4 y 8 afios. La
condicion corporal de estas yeguas en promedio fue de aproximadamente entre 6 y

7 (en escala de 1-9) (Henneke et al.,1983).

Las yeguas fueron evaluadas reproductivamente mediante ultrasonografia
transrectal utilizando un ecografo marca SIUI®, modelo CTS-800 de transductor
lineal de 7.5 MHz, para descartar patologias del sistema reproductor y diagnosticar
actividad ciclica normal tomando como referencia la presencia de un cuerpo luteo

normal.
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5.3. Sincronizacién de celo e induccion de la ovulacion

Se procedioé a sincronizar el celo de las yeguas empleadas y posteriormente a
inducir la ovulacién de las mismas. Para la sincronizacion de celo se utilizé un
analogo de la hormona prostaglandina F2 alfa (PGFza) (CICLASE DL®) y para
inducir la ovulacién se utiliz6 gonadotropina corionica humana (hCG), (VETERIN

CORION®). El protocolo utilizado se describe a continuacion:
Dia 0: Aplicacion de 2cc de PGF2a via intramuscular (IM)

Dia 3 a 4: Deteccion de celo exponiendo la yegua a un semental, una vez
manifestados los signos caracteristicos del celo, se procedié a dar seguimiento al

tamafo del foliculo preovulatorio empleando ultrasonografia.

Dia 5 o 6: Si el foliculo preovulatorio presentaba un tamafio = (mayor o igual) a
35mm (milimetros) se aplicaron 1500Ul (Unidades Internacionales) de hCG para

inducir la ovulacion.

5.4. Inseminacion artificial y diagndstico de prefiez

Las yeguas fueron inseminadas de 12 a 24 horas después (19.69+ 7.43h) de la
aplicacion de la hCG, utilizando semen criopreservado en dos protocolos que
corresponden a dos tratamientos experimentales (T1: semen centrifugado a 600 g

por 11 minutos y T2: semen centrifugado a 750 g por 8 minutos).

Para aplicar la técnica las yeguas fueron inmovilizadas con la ayuda de un brete,
seguidamente se realizdé una palpacion mediante ultrasonografia para verificar el

estado del foliculo preovulatorio. Hecho esto se procedié a realizar el lavado y
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secado de la vulvay periné de la yegua, y un vendaje de cola para facilitar el proceso

de la IA.

La descongelacion del semen se realizO a una temperatura de 37°C por 30
segundos. Seguidamente se vertid6 en un tubo conico de 2ml, y por ultimo fue
eyectado con una jeringuilla de 3 ml. El semen se encontraba criopreservado en
Nitrégeno liquido en pajuelas de 0.5ml (se utilizaron 4 pajuelas por inseminacion),
con una concentracion de 400x10° /ml espermatozoides progresivamente motiles
para ambos protocolos. Cada pajuela tenia una concentraciéon de 200x10%/0.5ml,
para obtener la concentracion final por pajuela se multiplic6 por la tasa de
sobrevivencia para ambos tratamientos y por el nimero de pajuelas utilizadas por

inseminacion. Ver Cuadro 1, para tasa de sobrevivencia por tratamiento.

Para realizar la 1A intracornual se empled una pipeta de 65 centimetros de largo
marca minitube® indicada para IA intracornual, donde primeramente se inserta una
mano en la vagina para localizar el cuello uterino con el dedo indice, luego se pasa
la pipeta a través de la vagina hasta el cuello uterino, se retira la mano de la vagina
y se introduce por el recto previamente evacuado para guiar la pipeta hacia el
cuerno ipsilateral al foliculo preovulatorio, una vez logrado esto, se procedié a
adaptar la jeringuilla con el semen a emplear y realizar la deposicién del mismo. El

diagndstico de gestacion se realizé a los 16 dias postinseminacion.
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Cuadro 1. Datos del semen postdescongelacion para la IA.

Protocolo de Motilidad Vigor espermatico Tasa de

centrifugacion progresiva (%) Escala (1-5) sobrevivencia (%)
Media y Media y
desviacion desviacion
estandar estandar

600 g por 11 70.83 £10.21 283+04 46.67 £ 8.16

minutos

750 g por 8 71.67 £10.21 283+04 56.67 £ 8.16

minutos

5.5. Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé6 una prueba de Chi-cuadrado(X?), empleando

el programa IBM SSPS Statistics Version: 29.0.0.0 (241) Para determinar si existen

diferencias significativas entre los resultados de prefiez en las yeguas al utilizar

semen criopreservado mediante dos protocolos.

Formula de Chi Cuadrado y descripcion.

, < (fo— 1)’
=), 7

X2= Chi-Cuadrado

Fo= Frecuencias observadas

Ft= frecuencias tedricas o esperadas.
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El esquema del experimento se presenta a continuacion

Cuadro 2. Disefio del Experimento.

: ver Cuadro 2

Tratamiento

U.E.

Semen Empleado T1: 600g/11 minutos

T2: 7509/8 minutos

13

U.E: Unidades Experimentales.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de prefiez obtenidos utilizando semen criopreservado bajo dos

protocolos diferentes, se pueden apreciar en la figura uno.

Figural. Tasas de prefiez obtenidas por tratamientos.

83,3%

PORCENTAJES DE PRENEZ

90,0% 71,4%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

16,7%

T1: 600g/11min T2: 7509/8min

SEMEN EMPLEADO
u Prefiez Positiva Prefiez Negativa

Valores en columnas con la misma letra y diferentes superindices,
difieren entre si (P<0.05)

Los mayores porcentajes de prefiez en este trabajo se encontraron en el tratamiento
uno en el cual se utilizé un semen criopreservado empleando una fuerza centrifuga
de 600 g por 11 minutos mientras que en el tratamiento dos que se basoé en el
empleo de un semen criopreservado empleando una fuerza centrifuga de 750 g por

8 minutos estos porcentajes fueron menores.
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Tabla 1.Tasas de prefiez obtenidas en

cada tratamiento empleado.

Tasas de prefiez

Tratamientos n Positivas  Negativas
% %
1 7 71.4 28.6
2 6 16.7 83.3
Significacion P<0.05

Valores en la misma columna con P<0.05 difieren entre si.

Al analizar la Tabla 1 mediante la prueba estadistica de Chi-cuadrado nos indica

gue existe una diferencia significativa (p<0.05) entre ambos tratamientos sobre los

resultados de inseminacién en las yeguas, favoreciendo asi el tratamiento uno.

Los resultados de prefiez para el caso de las yeguas inseminadas con el semen

centrifugado a 600 g por 11 minutos (T1) fueron de 71.40% y para el semen

centrifugado a 750 g por 8 minutos (T2) fue de 16.70%.
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Las tasas de prefiez en yeguas con semen congelado rondan entre el 30% a 60%
Sanchez et al., (2009), del 25% al 40% Oliveira et al., (2013) o del 10% al 70%
Alonso et al., (2016). Estos resultados dependen mucho de la calidad del semen,
fertilidad de la yegua, manejo correcto del protocolo de IA que se realice, ademas
del volumen y dosis de semen (Sanchez et al., 2009; Samper, 2001; Vidament et

al., 1997; Loomis, 2001).

Se han encontrado pocos trabajos que hacen énfasis en el efecto de la
centrifugacion de semen sobre los resultados en la inseminacion artificial en yeguas,
ya que en su mayoria se enfocan, en el efecto del método de IA y otros factores

como el momento de la induccién de la ovulacion.

Sin embargo, en nuestro tratamiento uno se alcanzaron resultados similares
(71.4%) a los reportados por Pillet et al., (2008) quienes obtuvieron porcentajes de
prefiez de 71%, utilizando una fuerza centrifuga muy parecida a la de este trabajo

en el proceso de criopreservacion de semen (600 g por 10 minutos).

Otros autores han reportado tasas de prefiez muy variables utilizando semen
centrifugado a una fuerza de 600 g por 10 min, como es el caso de Cerny et al.,
(2012) donde encontraron 60% de prefiez, Oliveira et al., (2013) y Sielhorst et al.,

(2016) con 40% de prefiez.
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En este trabajo se ha encontrado una disminucién muy significativa en la tasa de
prefiez al utilizar un semen centrifugado a 750 g por 8 minutos, a pesar de que
Contreras (2022), demostr6 que el mismo era de alta viabilidad incluso mejor que el
centrifugado a 600 g por 11 minutos en cuanto a sobrevivencia espermatica

postdescongelacion.

Al respecto, Restrepo et al., (2016) afirman que incluso bajos niveles de fuerza de
centrifugacion logran alterar la movilidad espermaética, la integridad del acrosomay
el potencial de la membrana interna mitocondrial de los espermatozoides equinos.
Ademas, mencionan que estos dafios se acentuan al incrementar las fuerzas y
tiempos de centrifugacion. Posiblemente los bajos resultados encontrados en este

trabajo en el tratamiento dos, este asociado a lo antes mencionado.

Investigaciones de Morrell et al., (2010) y Crespo et al., (2013) han constatado que
centrifugar el semen mediante la técnica de centrifugacion coloidal (CC), permite
recuperar semen con menores dafios en el ADN, para la criopreservacion. No
obstante, en cuanto a la tasa de prefiez Cerny et al.,, (2012) no encontraron
diferencias de este parametro utilizando las técnicas de centrifugacion estandar
(CS) y centrifugacion coloidal (CC). Para ambos casos 60% de prefiez

respectivamente.

32



Del mismo modo, se ha demostrado que utilizar altas fuerzas centrifugas al procesar
un semen de baja viabilidad o de un semental considerado subfértil, puede disminuir
incluso mas los porcentajes de prefiez, como es el caso de Sielhorst et al., (2016)
donde reportaron tasa de prefiez de solo 10% utilizando un semen centrifugado a

1500 g por 15 minutos.

Alvarenga et al., (2017); Alvarenga et al., (2016); Alvarenga et al., (2012); Loomis
(2006); Dell’'aqua et al., (2001), plantean que un semen centrifugado a 600 g durante
10 minutos presenta los mejores parametros seminales postdescongelacion. Luego
de comparar este protocolo con la tasa de prefiez parece seguir siendo el protocolo

mas aceptado para la centrifugacién de semen.

Relacionando estos factores Ribeiro et al., (2015) demostraron que utilizar semen
de un semental fértil, centrifugado a 600 g por 10 minutos en una inseminacion
artificial a tiempo fijo, que consistio en dos inseminaciones una vez inducida la
ovulacion (una a las 24 y otra 40h después de la induccion) se pueden obtener tasa
de prefiez de 80%. Backman et al., (2004) encontraron porcentajes de hasta 70%
realizando dos inseminaciones luego de la induccién de la ovulacién (una a las 30

horas y la otra a las 52 h después).
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En este trabajo con una sola inseminacion realizada a las 19.69+ 7.43 horas
después de la induccion de la ovulacion, se logré una tasa de prefiez muy similar a
la encontrada por estos investigadores realizando dos inseminaciones. Bajo un
estricto seguimiento ecografico una vez inducida la ovulacién, para realizar la I.A lo
mas cercano a la ovulacion. Alonso et al., (2016) reportaron tasas de prefiez

similares a la de esta investigacion.

Otros factores un poco complejos de relacionar es la dosis y el sitio de inseminacion.
Segun Cazales et al., (2020) para una IA en el cuerpo uterino la dosis establecida
en 250 millones de PMS (espermatozoides progresivamente motiles), sin embargo,
Brinsko (2006) sefiala que las dosis de inseminacion para semen congelado deben

ser aproximadamente de 500 millones PMS.

Fernandez et al., (2008) utilizaron 1000 millones de PMS, reportando tasas de
prefiez de 80%, no obstante, la dosis de inseminacion dependera también de la
respuesta inflamatoria del utero de la yegua (Lazcano y Pereira, 2020; Kotilainen et

al., 1994).

En esta investigacion empleando 400 millones de PMS, hemos obtenido tasas de
prefiez similares a las encontradas por Ribeiro et al., (2015), Crowe et al., (2008);
Backman et al.; (2004) quienes emplearon parecidas dosis de inseminacion (700 a
800 millones PMS). Es importante mencionar que estas altas tasas de prefiez se

obtienen siempre ligadas a un manejo estricto del proceso de IA.
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Como se sefiald anteriormente, en este trabajo se empledé hCG para inducir la
ovulacion luego de constatar la presencia de un foliculo =2 a 35mm. Resultados
similares a los nuestros fueron reportados por Figueiredo et al., (2011), quienes no
encontraron diferencias significativas en las tasas de prefiez al realizar la induccion
de la ovulacion con hCG y GnRH (75% y 80% respectivamente), sin embargo, no
utilizar un inductor de ovulacion, disminuye las tasas de prefiez hasta un 20%

(Fernandez et al., 2008).

No obstante, estos resultados dependen estrictamente de la fertilidad de la yegua y
el manejo del protocolo de IA, debido a esto es dificil predecir la fertilidad de un

semental (Colenbrander, Gadella y Stout, 2003).
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VII. CONCLUSIONES

La fuerza centrifuga empleada en los protocolos de criopreservacion de semen

puede afectar la viabilidad del mismo.

Emplear una fuerza centrifuga de 600 g por 11 minutos en los protocolos de
criopreservacion de semen permite obtener un semen capaz de alcanzar resultados

satisfactorios en cuanto a las tasas de prefiez de las hembras inseminadas.

La induccién de la ovulacién empleando hCG luego de constatar la presencia de un
foliculo preovulatorio = a 35 milimetros, resulta conveniente para alcanzar buenos

resultados en la IA.

Un tiempo de 12 a 24 horas transcurridas desde la induccion de la ovulacién hasta

la 1A, es apropiado para lograr una tasa de prefiez satisfactoria.

Una dosis de semen de 400 millones de espermatozoides por mililitro para realizar

la 1A, es conveniente para alcanzar resultados de prefies satisfactorios.
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