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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. EL PURA RAZA ESPAÑOL Y LA FERTILIDAD EN LA ESPECIE EQUINA 
 

El caballo desde su domesticación hasta nuestros días, ha pasado de ser una 

herramienta de trabajo a jugar un papel fundamental en el ocio, a través de los 

espectáculos y competiciones deportivas ecuestres (Leckie, 2001; Pritchard y cols., 

2005). Por eso es fácil comprender que la magnitud e importancia del sector equino va 

de la mano de sus logros en competiciones, tanto deportivas como morfológicas 

(Koenen y cols., 2004). En junio del 2013, la Real Federación Hípica Española publicó el 

“Estudio del Impacto del sector ecuestre en España”, realizado por Daemon Quest by 

Deloitte, donde el sector ecuestre tiene un impacto económico de 5.304 millones de 

euros, lo que representa un 0.51% del Producto Interior Bruto. De éstos, un 64% 

corresponde al gasto en actividades en que incurren los agentes involucrados, es decir, 

criadores, propietarios, jinetes/amazonas, club, hipódromos y veterinarios. Y es el Pura 

Raza Español (PRE) la raza equina más importante en España, encontrándose 

actualmente en auge y con grandes admiradores en todo el mundo. 

 

Según el Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente 

(MAPAMA), las bases para el impulso del caballo PRE fueron obra del Rey Felipe II, 

quien ordenó la creación de las caballerizas reales de Córdoba donde agrupó los 

mejores sementales y yeguas de las provincias que bordeaban el Guadalquivir, que por 

aquel entonces eran las más prolíficas en la cría de caballos. A fecha de 31 de 

diciembre de 2017, el censo total del caballo PRE asciende a un total de 239813 

ejemplares, de los cuales, 190804 se encuentran en España y 49009 en 62 países 

distintos, tanto de la Unión Europea como en Países Terceros. El caballo PRE 

representa el 30% de toda la cabaña equina de España y el 85% del total de razas 

puras. En España, la Comunidad Autónoma de Andalucía es la que mayor censo posee 

(79814 ejemplares). En las Tablas 1 y 2 se resumen las características productivas y los 

datos censales del caballo PRE. 
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Tabla 1. Características productivas de la raza equina caballar Pura Raza Española 

(fuente: MAPAMA). 

 

 

Características  

Tendencia evolutiva de la población: EXPANSIÓN 

Fiabilidad: MUY FIABLE 

Tendencia evolutiva de hembras reproductoras: EXPANSIÓN 

Número de hembras que han parido en pureza en el último año: 8.794  

Tendencia evolutiva del número de ganaderías activas: EXPANSIÓN 

Tamaño medio de las ganaderías activas: 7,35 

Nº nacimientos al año: 8.872  

Nº de análisis de marcadores genéticos para filiación realizados en el año: 10.435  

Nº controles de filiación realizados en el año de referencia: 10.140  

Nº total de animales activos en LG y con análisis de marcadores genéticos 
realizados: 

239.813  

Nº total de Machos inscritos durante el año en el registro de nacimientos de 
la sección principal del libro genealógico: 

5.069  

Nº total de Hembras inscritas durante el año en el registro de nacimientos 
de la sección principal del libro genealógico: 

5.071  

Hembras que han pasado al Registro Definitivo durante el último año: 3.096  

Distribución geográfica: 75% DE LA POBLACIÓN 
EN UN RADIO >50 KM 

Banco de Germoplasma: MEDIO 
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CCAA Total 
reproductores 

Total animales Total Nº 
Ganaderías 

 Hembras Machos Hembras Machos   

ANDALUCÍA 25.351 15.249 42.193 37.621 79.814 10.462 

ARAGÓN 690 340 1.162 1.002 2.164 290 

CANTABRIA 481 207 874 657 1.531 277 

CASTILLA LA MANCHA 4.156 2.631 6.943 6.782 13.725 1.412 

CASTILLA LEÓN 4.709 2.652 8.104 7.636 15.740 1.698 

CATALUÑA 5.671 3.178 9.961 9.124 19.085 1.503 

CEUTA 0 0 0 2 2 2 

COMUNITAT VALENCIANA 3.921 2.464 6.565 6.676 13.241 1.712 

EXTREMADURA 4.576 2.326 7.728 6.567 14.295 1.489 

GALICIA 1.637 760 2.875 2.182 5.057 1.011 

ILLES BALEARS 1.223 662 2.169 1.903 4.072 584 

ISLAS CANARIAS 196 179 307 390 697 290 

LA RIOJA 141 71 238 237 475 86 

MADRID 2.149 1.779 3.846 4.513 8.359 1.012 

MELILLA 0 0 0 0 0 0 

MURCIA 2.336 1.655 3.977 4.291 8.268 1.222 

NAVARRA 405 204 738 676 1.414 148 

PAÍS VASCO 305 135 491 451 942 138 

PRINCIPADO DE ASTURIAS 556 318 1.038 885 1.923 493 

Totales  58.503 34.810 99.209 91.595 190.804 23.829 

Otros países 

 14.795 10.020 24.883 24.126 49.009 8.809 
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CCAA Total 
reproductores 

Total animales Total Nº 
Ganaderías 

  Hembras Machos 

Registro fundacional 0.0 0.0 

Registro auxiliar no reproductores 0.0 0.0 

Registro auxiliar reproductores 0.0 0.0 

Registro nacimientos 10088.0 14106.0 

Registro definitivo 14795.0 10020.0 

Registro de méritos 0.0 0.0 
 

Tabla 2. Datos censales de caballos Pura Raza Española distribuidos por 

Comunidades Autónomas y en otros países (fuente: MAPAMA). 

 

El PRE se encuentra actualmente en expansión y su uso principal es el deporte 

(alta escuela, doma clásica, doma vaquera y enganches) y los concursos 

morfofuncionales (MAPAMA, 2017). Su valor económico reside directamente en sus 

logros y éxitos deportivos, en su morfología, en su funcionalidad y en su pedigrí. De 

manera generalizada, el caballo ha sido seleccionado en base a sus éxitos deportivos y 

pedigrí, pero no atendiendo a su fertilidad (Nagy, 2006; Nath, 2011), lo que a veces 

conlleva a tener que trabajar con ejemplares de baja fertilidad (Pickett y Voss, 1999). El 

Diccionario de la Real Academia Española define “fertilidad” como “cualidad de fértil” 

y “fértil” como “dicho de un ser vivo: capaz de reproducirse”.  Aplicándolo al campo de 

la Reproducción Animal, la fertilidad hace referencia a la capacidad que un animal 

tiene para producir descendencia. Ésta engloba varios factores y etapas que deben ser 

completar tanto machos como hembras, y que le permitirán alcanzar el éxito 

reproductivo. Para lograr esto, el macho debe producir y eyacular esperma fértil 

normal. La hembra debe producir, almacenar y ovular ovocitos viables. Además, la 

hembra también debe disponer de un sistema reproductivo compatible con el 

transporte del esperma, la capacitación y la fecundación de los ovocitos, el desarrollo 

embrionario y fetal, y finalmente el nacimiento de neonatos sanos. Así pues, en la 

fertilidad existen unos determinados puntos clave que deben producirse con éxito 

para obtener una descendencia sana y viable capaz de perpetuar la especie y que han 

sido ampliamente investigados: formación de los gametos, fecundación, pre-

implantación del embrión, desarrollo fetal post-implantación, nacimiento, crecimiento 

y desarrollo hasta la madurez sexual (Foote, 2003). 
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El equino se considera como una especie de pobre fertilidad si se compara con 

otras especies como los rumiantes. Quizás la alargada duración gestacional, su 

marcada estacionalidad reproductiva y su incapacidad para gestar más de un potro 

hayan jugado un papel importante en la baja eficiencia reproductiva que se le atribuye 

(Nagy, 2006; Nath, 2011). En cambio, los rumiantes pueden llegar a superar el 90% de 

tasa de nacidos vivos, quizás asociado a la selección basada en su fertilidad y 

características reproductivas que se ha venido haciendo (Engelken, 1999; Menzies, 

1999). Ante este panorama al que se enfrentan los ganaderos, existe un especial 

interés en mejorar las estrategias de manejo de los animales, así como su entorno para 

conseguir un mayor éxito reproductivo, esencial para que este sistema de producción 

sea eficiente (Foote, 2003). Con todo lo expuesto, un objetivo fundamental en 

cualquier yeguada debería ser, el desarrollo de un programa reproductivo adecuado 

para producir potros sanos. Mediante la eficiencia reproductiva se valora el manejo de 

las yeguas y sementales para maximizar el número de potros nacidos en una yeguada 

(Nath, 2011), además de contribuir de forma decisiva en el éxito económico de la 

empresa ganadera (Foote, 2003).  

 

 
1.2. FACTORES IMPLICADOS EN LA FERTILIDAD DE LA YEGUA: EFICIENCIA 

REPRODUCTIVA 
 

Para medir o cuantificar la eficiencia reproductiva, y de acuerdo con Ginther, (1993),  

se han estudiado varios parámetros:  

 

-Tasa de fertilización: Porcentaje de oocitos ovulados y fertilizados. 

 

-Tasa de concepción: Sinónimo de la tasa de fertilización y usado frecuentemente de 

forma errónea para describir la tasa de gestación. 

 

-Tasa de gestación: Porcentaje de yeguas cubiertas y que resultan preñadas en un día 

específico. 

 

-Tasa de gestación por ciclo: Porcentaje de yeguas cubiertas que están preñadas en un 

día específico post-ovulación. 

 

-Tasa de gestación al primer ciclo: Porcentaje de yeguas que están preñadas después 

del primer celo en el que han sido cubiertas. 

 

-Tasa de gestación al final de la temporada: Porcentaje de yeguas que están preñadas 

al final de la temporada reproductiva. 

 

-Tasa de partos: Porcentaje de yeguas cubiertas que producen un potro vivo. 
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-Tasa de pérdida embrionaria: Porcentaje de oocitos fertilizados que no sobreviven a 

los 40 días post-ovulación. 

 

-Tasa de muerte embrionaria temprana: Sinónimo de tasa de pérdida embrionaria. 

 

-Tasa de pérdida fetal: Porcentaje de gestaciones que sobreviven a los 40 días, pero no 

dan lugar a un potro vivo. 

 

-Tasa de muerte fetal: Porcentaje de gestaciones que sobreviven a los 300 días, pero 

no dan lugar a un potro vivo. 

 

-Tasa de abortos: Término general que atiende a una pérdida gestacional que debe 

definirse en relación con la etapa de gestación. 

 

-Servicios por ciclo: Número de veces que una yegua es cubierta en un periodo de celo 

determinado. 

 

-Servicios por gestación: Número de veces que una yegua es cubierta antes del 

diagnóstico de gestación positivo. 

 

-Ciclos por gestación: Número de ciclos estrales en los que la yegua es cubierta antes 

de quedar gestante en una temporada.  

 

De esta forma, la eficiencia reproductiva equina depende de factores 

relacionados con la yegua, el semental y factores externos. 

 

Existen multitud de estudios sobre eficiencia reproductiva y fertilidad en yeguas 

en distintas razas como Pura Raza Árabe (Demirci, 1987; Yurdaydin y cols., 1993; 

Azawi, 2008; Cilek, 2009; Benhajali y cols., 2010; Warriach y cols., 2014), Pura Sangre 

Inglés (Hevia y cols., 1994; Morris y Allen, 2002; Hemberg y cols., 2004; Allen y cols., 

2007; Bosh y cols., 2009; Nath y cols., 2010; Sharma y cols., 2010a), Standardbred 

(Nath y cols., 2010; Katila y cols., 2010), Caballo Trotón Finlandés (Katila y cols., 2010) 

o Trotón de sangre fría (Haadem y cols., 2015). 

 

También numerosas investigaciones han estudiado como la eficiencia reproductiva de 

la yegua puede verse afectada por factores como la edad de la yegua (Morris y Allen, 

2002; Allen y cols., 2007; Bosh y cols., 2009; Benhajali y cols., 2010; Katila y cols., 2010; 

Nath y cols., 2010; Sharma y cols., 2010b), el estado reproductivo de la yegua (Morris y 

Allen, 2002; Samper y cols., 2002; Hemberg  y cols., 2004; Allen y cols., 2007; Bosh y 

cols., 2009; Benhajali y cols., 2010; Katila y cols., 2010; Nath y cols., 2010; Sharma y 
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cols., 2010b), el uso de semen fresco, refrigerado o congelado (Jasko y cols., 1992c; 

Loomis, 2001; Samper, 2001; Sieme y cols., 2003), el sitio de inseminación en el útero y 

la técnica de inseminación (cuerpo uterino, cuerno uterino, con histeroscopio o guiada 

transrectalmente intracornual profunda) (Sieme y cols., 2004; Katila T., 2005;  Hayden 

y cols., 2012), la concentración y el volumen de la dosis inseminante (Pickett y Voss, 

1975; Squires y cols., 1989; Bedford y Hinrichs, 1994;  Morris y cols., 2000; Sieme y 

cols., 2004; Newcombe y cols., 2005), el número de inseminaciones o cubriciones por 

ciclo (Sieme y cols., 2003; Allen y cols., 2007; Nath L.C. y cols., 2010), si el celo y la 

ovulación es natural o inducido/a (Yurdaydin y cols., 1993; Sieme y cols., 2003; Allen y 

cols., 2007; Sharma y cols., 2010b; Hanlon y Firth, 2012), la estación reproductiva y el 

año de la estación reproductiva (Morris y Allen, 2002; Hemberg y cols., 2004; Cilek, 

2009; Katila y cols., 2010; Haadem y cols., 2015), la acumulación de fluido intrauterino 

(Allen y cols., 2007; Sharma y cols., 2010a; Lewis y cols., 2015) o el celo del potro 

(Morris y Allen, 2002; Sharma y cols., 2010a; Blanchard y cols., 2012). 

 

 

1.3. FACTORES IMPLICADOS EN EL SEMENTAL Y EL SEMEN (CONSERVACIÓN DE 
ESPERMA) 

 

Son muchos los trabajos que se han realizado sobre el efecto del semental en la 

fertilidad destacando, entre otros, la edad del semental, la monta directa o 

inseminación, el número de montas o inseminaciones por ciclo o la tasa de gestación 

por temporada reproductiva (Morris y Allen, 2002; Hemberg y cols., 2004; Benhajali y 

cols., 2010; Nath y cols., 2010; Haadem y cols., 2015). Al valorar este efecto del 

semental, se está realizando indirectamente una valoración de la calidad y fertilidad 

del semen. Pero gracias al desarrollo y difusión mundial de la inseminación artificial 

(IA) en la especie equina se ha conseguido incrementar la eficiencia reproductiva en 

esta especie (Katila, 2005; Aurich, 2012). Luego, mediante la técnica de la IA, el 

procesamiento de esperma se ha convertido en una práctica habitual en reproducción 

equina, tanto para realizar análisis de calidad del mismo como para su conservación en 

refrigeración o criopreservación y posterior uso en IA (Aurich, 2012; Álvarez y cols., 

2014).  

 

Durante el procesado del semen refrigerado existen gran cantidad de puntos críticos 

en los que los espermatozoides pueden sufrir estrés y daños por agentes externos 

como son la temperatura, la luz, la centrifugación y el pipeteo. Respecto a la 

temperatura hay que tener en cuenta que la refrigeración del semen debe hacerse 

lentamente aproximadamente 0.5°C/min, llegando a un rango de temperatura de 

almacenamiento de entre 4-6°C, el cual se determinó como óptimo para mantener la 

motilidad y la fertilidad del semen (Varner y cols., 1988; Varner y cols., 1989; Moran y 

cols., 1992). Esto es debido a que el enfriamiento disminuye la actividad metabólica de 
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los espermatozoides y reduce el crecimiento y la actividad microbiana. Sin embargo, si 

la inseminación se lleva a cabo dentro de las 12 horas posteriores a la recogida y 

procesado del semen, éste puede ser almacenado a temperatura ambiente (Varner y 

cols. 1989; Love y cols., 2002).  La fertilidad del semen refrigerado se mantiene sobre 

unas 24-48 horas (Jasko y cols., 1992b) y almacenado a una temperatura de 5ºC 

mantiene una fertilidad similar a la del semen fresco (Jasko y cols., 1992a).  

 

El factor temperatura se ha investigado ampliamente en caballos. Hay multitud de 

estudios relacionados con la temperatura óptima a la que el semen refrigerado puede 

ser conservado manteniendo una calidad adecuada (Varner y cols., 1988; Varner y 

cols., 1989; Moran y cols., 1992). Otros miden el efecto del tiempo de almacenamiento 

junto a la temperatura (Love y cols., 2002), la temperatura junto a un determinado 

diluyente (INRA96) (Vidament y cols., 2012), el efecto de la temperatura y las tasas de 

preñez (Cuervo-Arango y cols., 2015), las tasas de enfriamiento y temperaturas de 

almacenamiento dentro de los distintos tipos de contenedores de transporte de 

semen que existen (Brinsko y cols., 2000).  

 

Sin embargo, no hay bibliografía descrita en equinos sobre los factores luz y estrés 

físico (pipeteo). En otras especies podemos encontrar algunos estudios sobre cómo 

estos factores pueden afectan la calidad espermática. Respecto a la luz, se describe 

cómo la radiación con luz láser al esperma de ratón mejora su penetración (Cohen y 

cols., 1998) y cómo la luz láser (con distintas longitudes de onda) induce la formación 

de óxido nítrico en espermatozoides de bovino, jugando un papel importante en la 

motilidad y en la reacción del acrosoma (Ankri y cols., 2010). Respecto al estrés físico,. 

se describe el efecto del pipeteo (Kim y cols., 2013) y la centrifugación (Ferrer y cols., 

2012) sobre la función mitocondrial y el incremento de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) de los espermatozoides (Agarwal y cols., 1994; Guthrie y Welch 2006; 

Aitken y cols., 2010). Así mismo, Varisli y cols. (2009) compararon el esperma de rata 

con el de ratón, carnero, verraco y toro sometidos a diversos experimentos, entre los 

que se incluía el pipeteo. 

 

Ante la importancia que tiene el esperma equino refrigerado y la falta de evidencia 

acerca del efecto de varios agentes abióticos sobre éste, se planteó un estudio que 

derivó en la publicación del Artículo 1, en el que la hipótesis fue que el semen fresco 

debe ser más resistente a agentes estresantes que aquel mantenido durante 24h. a 

15ºC, ya que el tiempo de refrigeración debe mermar su actividad y calidad. Y así 

mismo, algunos factores abióticos como la luz, el estrés físico (pipeteo) y el choque 

térmico podrían reducir la calidad del esperma equino fresco y refrigerado durante 

24h. 

 

Durante el proceso de criopreservación de esperma hay dos factores críticos que 
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determinan el éxito de esta técnica, como son la temperatura y los medios 

crioprotectores (CP). Las muestras de esperma son sometidas a un cambio drástico de 

temperatura, pasando desde temperatura ambiente a -196°C, siendo necesaria la 

participación de CP para proteger a los espermatozoides. Entre las alteraciones que 

sufre el espermatozoide durante su criopreservación destacan el shock térmico, 

deshidratación, toxicidad de los medios CP, formación de hielo intracelular, 

fluctuaciones del volumen celular o alteraciones en el equilibrio metabólico (Kadirve y 

cols., 2009). Dichas alteraciones están asociadas con la reducción de la motilidad y 

reducción del potencial mitocondrial, rupturas de la membrana plasmática y 

fragmentación del ADN, reduciendo así la eficiencia reproductiva tras su uso en IA 

(O’Connell y cols., 2002; Baumber y cols., 2003; Barbas y cols., 2009). 

 

Según la velocidad de congelación se usan varios métodos de criopreservación de 

semen como la congelación convencional con descongelación lenta o rápida, la 

liofilización (o dry-freezing) (Olaciregui y cols., 2016) y la congelación ultra-rápida o 

vitrificación (Vizuete y cols., 2014, Arando y cols., 2017, Pérez-Marín y cols. 2017).  

 

Para alcanzar resultados óptimos tras la criopreservación, los espermatozoides deben 

ser protegidos mediante CP, describiéndose dos tipos básicos: 

 

- Crioprotectores permeables, como por ejemplo el glicerol o el etilenglicol, que 

poseen bajo peso molecular, atraviesan la membrana espermática y protegen a 

la célula de las lesiones producidas por la congelación a velocidades lentas 

(Sandoval, 2005). Todos estos compuestos deshidratan la célula penetrando en 

ella y protegiendo el citoplasma. Presentan diferente toxicidad dependiendo 

del tipo, concentración, temperatura y tiempo de exposición (Cuevas-Uribe y 

cols., 2011). 

 

- Crioprotectores no permeables, como por ejemplo la sacarosa o la trehalosa, 

que presentan un alto peso molecular, promueven la deshidratación celular, 

aumentan la viscosidad y son útiles en velocidades altas de congelación 

(Sandoval, 2005). Estos compuestos extraen el agua libre intracelular utilizando 

la diferencia de presión osmótica sin penetrar a la célula (Cuevas-Uribe y cols., 

2011). 

 

La vitrificación de esperma es una técnica de criopreservación que combina una 

congelación ultrarrápida junto a alta viscosidad de los medios y pequeños volúmenes 

para así evitar la formación de cristales intracelulares de hielo (Vizuete y cols., 2014). 

Numerosos estudios han sido publicados recientemente sobre la vitrificación de 

esperma en peces (Cuevas-Uribe y cols., 2011; Kása y cols., 2016), perros (Sánchez y 

cols., 2011), gatos (Vizuete y cols., 2014; Buranaamnuay, 2017), conejos (Rosato y 
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cols., 2013), humanos (Isachenko y cols., 2003, 2004, 2012) y carneros (Jiménez-

Rabadán y cols., 2015; Arando y cols., 2017), lo que demuestra el interés que 

actualmente despierta este campo de la espermatología. Sin embargo, uno de los 

aspectos negativos de esta técnica es la necesidad de emplear concentraciones muy 

elevadas de CP, lo cual afecta negativamente a la mayoría de las especies (Asgari y 

cols., 2012), llegando a ser tóxicos dependiendo del tiempo de exposición al mismo. 

Existen algunos estudios de vitrificación de semen en perro (Sánchez y cols., 2011) y en 

hombre (Isachenko y cols., 2004) con resultados óptimos, en los que se considera que, 

entre otras características, el tamaño y la forma de la cabeza de los espermatozoides 

puede estar directamente relacionado con el éxito de la vitrificación. El 

espermatozoide equino presenta una cabeza con morfología elíptica  y pequeño 

tamaño (parecido al perro y al humano) (Garner, 2006), lo que supone un reducido 

porcentaje de contenido de agua y una mayor estabilidad frente al shock térmico, 

reduciéndose el posible daño a nivel del ADN. En este sentido, se puede considerar 

que los espermatozoides humano, equino, canino y felino, cuya cabeza es plana y 

pequeña con DNA más compacto, presentan mayor estabilidad.   

 

 

1.4. OTROS FACTORES RELACIONADOS CON LA FERTILIDAD EN LA YEGUA: 
PLACENTITIS 

 
La clínica reproductiva equina requiere la realización de una monitorización y 

seguimiento ecográfico de la gestación para determinar si existe alguna patología que 

pudiera derivar en una pérdida de la gestación o alteración postnatal, reduciendo la 

eficiencia reproductiva. La principal causa de aborto descrita en la yegua es la 

placentitis ascendente (Giles y cols., 1993). Esta patología aparece en los últimos 

meses de gestación, cuando las bacterias alcanzan el útero principalmente desde el 

tracto reproductivo inferior (Cummins y cols., 2008), causando infección en la estrella 

cervical y en la región corioalantoidea. Esta infección provoca ulceración y 

engrosamiento del corioalantoides (Platt, 1975), con una alta expresión de citoquinas 

pro-inflamatorias y liberación de prostaglandinas, lo que inducirá la aparición de 

contracciones uterinas y finalmente el aborto (Dudley y Trautman, 1994; Pollard y 

Mitchell, 1996; LeBlanc y cols., 2002; LeBlanc, 2004). Esta infección también puede 

derivar en partos prematuros, nacimiento de potros débiles o muertos, e incluso 

ocasionar daños futuros en las yeguas, dificultando su correcta funcionalidad 

reproductiva en posteriores temporadas (Troedsson y cols., 1997).  

 

Con objeto de determinar si existe riesgo de pérdida fetal en équidos se ha empleado a 

partir de los 7-8 meses de gestación la determinación de perfiles endocrinos (Rossdale 

y cols., 1991; Stawicki y cols., 2002; Morris y cols., 2007) y la ecografía transrectal y/o 

transabdominal (Renaudin y cols., 1997; Bucca y cols., 2005; Carrick y cols., 2010; Löf y 

cols., 2010; Requena y cols., 2012; Requena y cols., 2013; Requena y cols., 2014; 
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Requena y cols., 2015).  

 

Como La región de la estrella cervical es la que de forma más frecuente se altera en 

yeguas con placentitis ascendente, y en estos casos, la ecografía transrectal es la 

herramienta de elección para valorar el feto y los cambios placentarios. Por ello, se 

considera que las medidas del espesor conjunto útero-placenta (ECUP) podrían ser 

usadas para identificar yeguas con riesgo de desarrollar placentitis ascendente u otras 

alteraciones placentarias. Reanudin y cols. (1997), describieron por primera vez la 

técnica de determinación del ECUP en yeguas y publicaron unos valores normales para 

el periodo gestacional comprendido entre el día 180 y 330. Sin embargo, desde 

entonces, son pocos estudios los que han profundizado en esta técnica, destando que 

bajo número de animales empleados y la diversidad de razas. De forma estándar, se 

aceptó que la médida ECUP no debe ser superior a la edad gestacional (en meses) del 

feto expresada en milímetros, más uno, de forma similar a lo que se hace en humanos, 

aunque esta regla resulta antigua e imprecisa (Reef y cols., 1995). 

  

Giles y col (1993) informaron que la incidencia de las pérdidas fetales en diferentes 

razas equinas por placentitis ascendente bacteriana (muerte fetal, abortos y potros 

nacidos muertos) alcanzaba un 20%, mientras que otros autores cuantifican estas 

pérdidas en un 10% en la raza Pura Sangre (Smith y cols., 2003). LeBlanc (2010) afirmó 

que la placentitis afecta aproximadamente a un 3-7% de yeguas gestantes, de acuerdo 

con lo publicado por Troedsson y Zent (2004) en yeguas Pura Sangre. 

 

 

1.5. JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN DE LA TESIS DOCTORAL 
 

Es fácil comprender la gran importancia y repercusión nacional e internacional que 

presenta esta raza equina, el Pura Raza Español, debido a su amplia distribución en 62 

países distintos, tanto de la Unión Europea como en Países Terceros, y constituye el 

30% de toda la cabaña equina de España y el 85% del total de razas puras. Y todo esto 

refleja la importancia económica que tiene en el sector equino. Y como resultado de su 

cada vez mayor participación en eventos deportivos (concurso morfo-funcionales y de 

doma clásica, entre otras), se ha hecho imprescindible la obtención de los mejores 

ejemplares, a menudo gracias a la implementación de las últimas técnicas de 

reproducción en esta raza. 

 

Entre las numerosas preguntas que reciben los veterinarios por parte de los 

propietarios de caballos, a menudo quieren conocer cuál es la probabilidad de que su 

yegua quede gestante con el semen de un determinado semental, cuál es la calidad del 

semen de su semental o si es normal que a pesar de que las yeguas se hayan 

diagnosticado como gestantes, luego no llegan a finalizar su gestación. De esta 
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inquietud mostrada por los propietarios y por dar un servicio profesional cada vez 

mejor surge la presente Tesis Doctoral, que trata de aclarar cómo mejorar la fertilidad 

en el caballo PRE. Pero dado que el término "Fertilidad" abarca un amplio campo en la 

Reproducción Equina, hemos intentado arrojar luz en algunos de estos apartados. 

 

Sabemos que la fertilidad puede ser una complicada ecuación en la que interviene la 

yegua, el semental y otros factores tales como el método de cubrición, la técnica de 

inseminación, el tipo de dosis seminal empleada, los tratamientos instaurados, el 

técnico veterinario que realiza los procedimientos, etc. Y con este panorama, nos 

preguntamos cómo debemos determinar la eficiencia reproductiva en el PRE para, 

seguidamente, llevar a cabo comparaciones con otras razas equinas, tal y como se 

analiza en el ARTÍCULO 4. Este artículo ofrece un considerable tamaño muestral y 

analiza numerosos factores que afectan a la fertilidad de la yegua PRE a lo largo de 

varias estaciones reproductivas. En este sentido, destaca un estudio realizado por Vivo 

y cols. (1985) y, más recientemente, otro realizado por Akourki y cols. (2017) que 

evalúa la actividad ovárica y la longitud de la gestación en diferentes grupos de yeguas. 

En el artículo que forma parte de esta Tesis se analiza la tasa de gestación en PRE y la 

influencia de ciertos factores. Hay que reseñar que este trabajo es fruto de la toma de 

datos que se han hecho a lo largo de los programas de inseminación artificial 

desarrollados en el Centro de Reproducción Equina Miguel Ángel Cárdenas.  

 

En el ARTÍCULO 1 se investigó la influencia de diversos factores sobre la calidad 

espermática equina tras su refrigeración. Dicho estudio resulta muy novedoso y 

aplicativo, ya que no existían trabajos similares en équidos.  

 

Debido al gran interés que existe acerca de nuevos protocolos de criopreservación 

equina, en el ARTÍCULO 2 se abordó por primera vez la técnica de vitrificación como 

herramienta para conservar esperma equino. Aunque los resultados obtenidos 

referentes a calidad espermática tras la vitrificación fueron pobres, este estudio abre 

una puerta para seguir investigando en esta línea y poder mejorar la vitrificación de 

semen equino hasta llegar a hacerla una técnica fiable y práctica. 

 

Las yeguas gestantes se evaluaron para determinar la existencia de problemas 

placentarios, y poder así maximizar la eficiencia reproductiva en la yegua. En el 

ARTÍCULO 3 se realizó la primera descripción de las medidas ECUP en yeguas PRE, que 

no habían sido publicadas hasta la fecha.  
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
Objetivo general 
 
El objetivo general planteado en la presente Tesis Doctoral ha sido determinar la 
fertilidad que presenta el Pura Raza Español y analizar diferentes factores implicados 
en ésta, de modo que esto ayude para la toma de decisiones en programas de 
inseminación artificial con ejemplares de élite, maximizando los éxitos reproductivos y 
económicos de las Yeguadas y Centros de Reproducción Equina. 
 
 
Objetivos específicos  
 

� Objetivo 1. Determinar cómo influyen algunos factores abióticos en el 
procesado y conservación del semen refrigerado equino (Artículo 1). 

 
� Objetivo 2. Evaluar nuevos procedimientos de criopreservación espermática, 

como es la vitrificación, en semen equino utilizando sacarosa o trehalosa como 
crioprotectores (Artículo 2). 

 
� Objetivo 3. Establecer los valores normales de medidas del espesor conjunto 

útero-placenta en yeguas PRE (Artículo 3). 
  
� Objetivo 4. Determinar la eficiencia reproductiva en la yegua PRE y analizar los 

factores implicados (Artículo 4). 
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3. RESULTADOS 
 

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se muestran en forma de 
artículos, tres de ellos ya aceptados y publicados, y otro pendiente de ser enviado. A 
continuación se citan dichos artículos: 

 

ARTÍCULO 1 
Pérez-Marín CC, Requena FD, Arando A, Requena L, Requena F, Agüera EI. Short-term 
tolerance of equine spermatozoa to various abiotic factors. Reprod Dom Anim. 2018; 
00:1–11. https://doi.org/10.1111/rda.13142 
 
 
ARTÍCULO 2 
C.C. Pérez-Marín, F.D. Requena, A. Arando, S. Ortiz-Villalón, F. Requena, E.I. Agüera. 
Effect of trehalose- and sucrose-based extenders on equine sperm quality after 
vitrification: Preliminary results. Cryobiology, 2018; 80:62-69. 
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2017.12.002 

 
 
ARTÍCULO 3 

Fernando D. Requena, Estrella I. Agüera, Francisco Requena, Carlos C. Pérez-Marín. 
Transrectal ultrasonographic measurements of the combined thickness of the uterus 
and placenta in Spanish Purebred mares. Animal Reproduction, 2017; 14 (Suppl.1): 
1278-1284. DOI: 10.21451/1984-3143-AR0029. 

 

ARTÍCULO 4 

FD Requena, EI Agüera, CC Pérez-Marín. Reproductive efficiency of Spanish Purebred 

mare in Spain. En preparación. 
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REPRODUCTIVE EFFICIENCY OF SPANISH PUREBRED MARE IN SPAIN 

 

INTRODUCTION 

The Spanish Purebred (SP) horse industry in Spain is the first in the national census and 

the most important Spanish horse breed. This breed is known worldwide that breeds in 

over fifty countries. There are approximately 230.000 SP horses in all over the world 

(MAGRAMA, 2015). Traditionally SP was bred by his beauty and morphology, but 

since the late nineties is also used as sport horse in dressage. Therefore, the SP horse 

has been selected contemplating its sporting success more than its fertility rate.  

 

Artificial insemination (AI) is the widely practiced breeding method in the most sport 

horse breeds because avoids health problems and costs associated with the transport of 

animals and moreover, AI helps to increase reproductive efficiency (Katila, 2005; 

Aurich, 2012). But equine species has been showed to have relatively lower 

reproductive efficiency compared to others domestics species (Engelken 1999; Menzies 

1999). Thus, obtaining foals from stallions and elite mares has a high economic value. 

Therefore, horse breeders and veterinarians requires information about reproductive 

parameters of horses to make decisions (Katila et al., 2010). 

 

On the one hand, there are many studies about reproductive efficiency in different 

breeds horses. Aged and reproductive status has been studied as the main factors 

involved in reproductive efficiency. Demirci (1987) studied the fertility in Purebred 

Arab horses, finding an 80.1% conception rate total, 2,4% of mares aborted or produced 

a dead foal and 77.8% produced live foals. Yurdaydin et al. (1993) reported a pregnancy 

rates in first cycle of 66.7%, 75% and 87% with different estrus synchronization 
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protocols. Cilek (2009) performed a retrospective analysis that showed a 74% 

pregnancy rate total, foaling rate of 69.07% and ratio of abortion and embryonic deaths 

of 4.93%. In Tunisia, in other retrospective analysis (Benhajali et al., 2010), the Arabian 

mares were classified according to three different reproductive status (maiden, barren 

and foaling mares) with a conception rate of 87%, 84% and a 77%, respectively. The 

overall conception and first-cycle conception rates were of 84% and 51%. Warriach et 

al. (2014) found in Pakistan, a conception rate in first mated mares of 75%, a 3% 

abortion rate and a 3% dead born rate. Also they established an overall conception rate 

of 52% for 3-7 years old mares, 48% for 8-12 years old mares, 38% for 13-17 years old 

mares, and 30% for 18 years old mares or older. 

 

In Thoroughbred mares, Hevia et al. (1994) published a study where the fertility was 

72.78%, the fecundity was 65.64% and the abortion rate of 6.30%. Morris and Allen 

(2002) announced the findings of a retrospective survey of 1393 Thoroughbred mares, 

where according to age mares, pregnancy rate at first cycle oscillated between 50-

62.70%, mares pregnant rate at end season oscillated between 76.90-90.40% and mares 

produced a live foal oscillated between 73.10-86.60%. Conforming to reproductive 

status, pregnancy rate at first cycle was 36.30-64.90%, mares pregnant rate at end 

season was 81.80-92.40% and mares produced a live foal was 70.60-88.80%. Total 

pregnancies lost until day 35 was 10.39% and overall was 17.38%. In Sweden, 

Hemberg E. et al. (2004) found that first cycle conception rate was 68.80%, overall 

conception rate was 90.90% and overall live foal rate was 79.80%. The overall 

pregnancy loss rate from the first pregnancy diagnosis until foaling was 12.5%. 

 



 
 

55 
 

Allen et al. (2007) presented the results of an extensive survey comparing Flatrace and 

National Hunt Thoroughbred mares, with a total pregnancy rates per cycle of 63.20% 

and 65.30%, respectively. According to age, the pregnancy rates per oestrus were of 

54.9% to 67.3%, and from 62.80% to 81.80% of the mares produced a live foal. 

According reproductive status, the pregnancy rates were of 58.40% to 68.30% and from 

77.30% to 81.50% of the mares produced a live foal. Overall percentage pregnancies 

lost prepartum were 13.5% versus 16.2%. In Kentucky, Bosh et al. (2009) reported that 

overall day 15 pregnancy rate per cycle was of 64% and taking into account the age and 

reproductive status, the day 15 pregnancy rates per cycle, were of 48.10-66.30% and 

59.80-66.20%, percentages pregnancies lost about 4,60-23.10% and 4,50-13.50% and a 

live foal rates per season about 55.2-82.9% and 76.50-86.50%, respectively. Another 

similar study, by Nath et al. (2010), found 70.80% and 68.80% in early pregnancy rate 

at first cycle and all cycles, respectively. These percentages range according to age 

between 53.70-73.70%, and reproductive status between 51.30-72.80%. In India, a 

study based in a retrospective survey over 7 years (Sharma et al., 2010b) showed 

according to age versus reproductive status, a percentage day 16 pregnancies per oestrus 

of 35.90-54.08% vs 41.74-55.03%, percentage day 16 per season of 63.64-89.83% vs 

76.00-92.08%, late embryonic losses of 6.92-28.57% vs 4.30-18.42%, early fetal losses 

of 0.00-3.68% vs 1.59-4.30%, mares produced a live foal of 34.09-76.55% vs 52.00-

78.22%. 

Also, Nath et al. (2010) compared Standardbred horses with Thoroughbred horses, with 

similar results to those previously mentioned. There is a study in Finland, where Katila 

et al. (2010) performed a descriptive result about reproductive efficiency of 

Standardbred and Finnhorse Trotters horses, with foaling rates of 37.50-72.10% and 

52.20-76.40% respectively taking into account age and reproductive status. 
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On the other hand, there are authors that have studied the influence of other factors on 

the mare fertility, such as cooled or frozen semen (Loomis, 2001; Samper, 2001; Sieme 

et al., 2003), number of inseminations/matings per cycle (Allen et al., 2007; Nath et al., 

2010), type of oestrus, type of ovulation (Yurdaydin et al., 1993; Allen, 2007; Sharma et 

al., 2010b; Hanlon and Firth, 2012 ), breeding season and year of breeding season 

(Morris and Allen, 2002; Hemberg et al., 2004; Cilek, 2009; Katila et al., 2010; Haadem 

et al., 2015 ), uterine fluid accumulation (Allen et al., 2007; Sharma et al., 2010a; Lewis 

et al., 2015) and stallions (Morris and Allen, 2002; Hemberg et al., 2004;  Benhajali et 

al., 2010; Nath et al., 2010; Haadem et al., 2015).  

 

However, no such information in SP mares exists to the best of our knowledge. There is 

only little information concerning this breed that reports the gestation length in the mare 

(Valera et al. 2006), different sperm morphological abnormalities (Hidalgo et al. 2006, 

2008), and seminal characteristics in stallions (Akourki et al. 2013).  

 

The main objective of our investigation was to determine reproductive efficiency of SP 

mare through the pregnancy rates, embryonic and fetal losses and foaling rate. To gather 

this information, it was evaluated the influence of age, reproductive status, insemination 

with cooled or frozen semen, number of inseminations per cycle, type of oestrus, type of 

ovulation, breeding season, year of breeding season, presence of uterine fluid, stallions 

and stallion age.  
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MATERIALS AND METHODS 

Database and management 

Records inseminations of 122 SP mares for four consecutive (2012-2013, 2013-2014, 

2014-2015, 2015-2016) breeding seasons (from October to next year May) from 

“Equine Reproduction Centre Miguel Angel Cárdenas S.L.” (37°31' N, 5°7' W) in 

Southern Spain (Ecija, Seville) were analysed. A total of 359 cycles were studied and 

29 cycles were excluded because ovulation no occurred. A total of 55 mares were only 

once to the Equine Reproduction Centre, and 67 were more than once and they were 

considered as new mare in the next breeding season. Thus, 244 different SPB mares 

were studied. 

 

All mares were in individual paddocks or in groups of 2-5 mares. They were fed a daily 

ration based 4 kg of concentrate divided twice in a day, plus alfalfa ad libitum. All data 

was entered in Microsoft Office Excel 2003 ®. Data about breeding season, age, last 

pregnancy, insemination date, spontaneous or induced oestrus, spontaneous or induced 

ovulation, presence of intrauterine fluid, number of inseminations per cycle and method 

of insemination (with cooled or frozen semen), stallion, pregnancy diagnosis, 

confirmation of pregnancy, and foaling were taken for each oestrus cycle and mare.  

 

When the mares arrived at the Centre, the uterus and ovaries were scanned by 

transrectal ultrasonography with 5 – 7,5 MHz multifrequency probe (Tringa Linear®, 

Esaote-Pie medical, The Netherlands) to assess the presence of oestrus. If mares were in 

luteal phase (presence CL) they received 0,075 mg D-cloprostenol im (Dalmazin®, 

Fatro-Ibérica, Barcelona, Spain) to induce oestrus. Mares were in anoestrus were 

expected to first natural oestrus or treated with oral altrenogest (0.044 mg/Kg; 
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Regumate®, Esteve, Barcelona, Spain) for 10 days or with intravaginal progesterone-

releasing device (1.38 g; CIDR®, Zoetis, Madrid, Spain) for 8 days. The last day of 

both treatments, mares received 0,075 mg D-cloprostenol im (Dalmazin®, Fatro-

Ibérica, Barcelona, Spain). Pregnancy was diagnosed 14 days after ovulation by uterine 

ultrasonography, and later confirmed on days 23, 42, 60, 180, 210, 240, 270 and 300.  

 

In AI with cooled semen, usually ovulation induction was conducted with 3000 UI hCG 

IV (Veterin Corion®, Divasa-Farmavic, Barcelona, Spain) when there was at least one 

preovulatory follicle ≥ 35 mm diameter and ≤ 40mm. In case it was found preovulatory 

follicle with size > 40mm at the first ultrasonography, ovulation was not induced. Mares 

with induced ovulation were inseminated once (24 hours post-induction) or twice (24 

and 48 hours post-induction), until ovulation was detected by transrectal 

ultrasonography. Mares, without induced ovulation, were scanned and inseminated each 

day until ovulation. Standard doses of cooled semen from tested stallion were used and 

semen was deposited into the uterine body. 

 

In AI with frozen semen, usually ovulation induction was carried out with the same 

procedure that in AI with cooled semen. Mares were monitored ultrasonographically 24 

hours post-induction and every 6 hours until ovulation was confirmed, after which the 

postovulatory insemination was performed. If in the ultrasonograpfy we found loss the 

spherical shape of the follicle and/or uterine edema, ovulation was not induced and 

mares were monitored ultrasonographically every 6 hours with the same previous 

procedure. Standard doses of frozen semen from tested stallion were used and semen 

was deposited into the tip of the uterine horn ipsilateral to the preovulatory follicle 

(deep AI) using transrectally guided technique. 
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When mares had presence of more than 2 cm of uterine fluid during oestrus pre or post-

insemination or positive bacteries or fungi cultures, received standard intrauterine 

treatments with prostaglandins, uterine lavages and antibiotics (Brinsko et al., 2003b; 

Nikolakopoulos et al., 2000; Maischberger et al., 2008). Treatment altrenogest was 

administered until 100 days post-ovulation when an insufficient growth and 

development of the conceptus was found at the pregnancy diagnosis (Willmann et al., 

2011). 

 

Groups 

The mares were grouped according to age: young (3-7 years), middle-aged (8-11 years), 

ageing (12-14 years) and very old (≥ 15 years) in relation to reproductive status: maiden 

(never mated), barren (mated without a pregnancy at the end of last breeding season), 

foaling (mare with a live or dead foal) and rested (not mated after the last foaling). 

 

Statistical analysis 

Pregnancy rate in first cycle (number of mares diagnosed pregnant on day 14 post-

ovulation in the first cycle, divided by the number of mares inseminated in the first 

cycle), pregnancy rate in all cycles (number of mares diagnosed pregnant on day 14 

post-ovulation in all cycles in the breeding season, divided by the number of mares 

inseminated in all cyces in the breeding season), pregnancy rate on day 14 pregnancies 

per season (number of mares detected pregnant on day 14 post-ovulation during the 

breeding season divided by total number of inseminated mares in the breeding season), 

pregnancy rate of mares per season (number of mares detected pregnant on 60 days after 

the end of the breeding season divide by total number of inseminated mares in the 
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breeding season) and foaling rate ( number of mares that have foaled the next breeding 

season divided by total number of inseminated mares in the breeding season) were 

calculated for the type of semen used in the insemination, age group and reproductive 

status. Moreover, embryonic and fetal losses on day 15-60 (percentage of mares that 

lost their day 14 pregnancies between days 15 and 60 post-ovulation) were calculated to 

age group and reproductive status. As well, pregnancy rate was calculated in all cycles 

for number of inseminations per cycle, type of oestrus and ovulation, breeding season, 

year of breeding season, uterine fluid accumulation and effect of stallion (age groups).  

 

All statistical analyses were performed using the predictive analytics software (PASW 

Statistics 18, Chicago, IL, USA) for Windows. Chi-squared tests were used to compare 

proportions. If the effect of variable was significant (P<0.05), multiple comparisons 

between groups were carried out and each comparison was considered significant only 

after making the Bonferroni adjustment.  

 

RESULTS 

Significant differences were observed comparing pregnancy rates using cooled or frozen 

semen. Pregnancy rates were highest with cooled semen in following cases: first cycle 

(P<0.05), all cycles (P<0.05), day 14 pregnancies per season (P<0.001), mares per 

season (P<0.001) and foaling rate (P<0.001). Major difference was on foaling rate, with 

72.92% of mares foaled using cooled semen, while only 42.31% mares foaled with 

frozen semen. There were not differences of embryonic and fetal losses on days 15-60 

with cooled or frozen semen (P=0.18) (Table 1). 

Pregnancy and foaling rates were significantly influenced by the effect of age. The 

young mares (3-7 years) had the highest pregnancy rate on the first cycle (71.23%) and 
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there were very significant differences with the ageing (12-14 years) and very old (≥ 15 

years), under Bonferroni adjustment at P<0.01. Similar results obtained in pregnancy 

rate on all cycles. Young mares had 70.21% and the next age group had a falling rates, 

middle-aged (52.00%), ageing (41.33%) and very old (41.11%), with highly significant 

differences between young mares compared with ageing and very old mares (P<0.001). 

Young mares had the best pregnancy rate on day 14 per season (91.66%) with very 

significant differences (P<0.01) compared with ageing (65.96%) and very old mares 

(61.66%). The middle-aged had 78.46% and there were not significant differences with 

the other age groups under Bonferroni adjustment. Also, young mares had the highest 

pregnancy rate of mares per season (86.11%), followed of middle-aged (70.77%), 

ageing (63.83%) and very old (46.67%). There were significant differences (P<0.05) 

between young mares and the oldest mares (ageing and very old mares) and between 

very old mares and youngest mares (young and middle-age). Similar results and the 

same significant differences (P<0.05) between groups were found to foaling rate. Very 

old mares had the highest percentage of embryonic and fetal losses on days 15-60 

(24.32%) and there were significant differences (P<0.05) compared with young (6.06%) 

and ageing mares (3.23%), but no significant differences with middle-aged mares 

(9.80%) (Table 2). 

 

As regards the effect of reproductive status on the pregnancy rates and foaling rate also 

there were significant differences but not in embryonic and fetal losses on days 15-60. 

Maiden mares had highest pregnancy rate in the first cycle (86.96%) and there were 

significant differences (P<0.05) compared with barren (42.68%) and foaling mares 

(54.21%). Similar results were calculated to pregnancy rate in all cycles but with 

significant differences (P<0.05) between maiden mares with the other reproductive 
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status groups. Maiden mares had highest pregnancy rate on day 14 per season (100%), 

mares per season (95.65%) and foaling rate (91.30%) and there were very significant 

differences (P<0.001) between maiden mares with barren and foaling mares, both as in 

pregnancy rate on day 14 per season and foaling rate. Only there were significant 

differences (P<0.05) in pregnancy rate of mares per season (Table 3). 

 

When the effects of various factors like number of inseminations per cycle (P=0.65), 

type oestrus (P=0.38), type of ovulation (P=0.15), breeding season (P=0.07) and year of 

breeding season (P=0.10) in pregnancy rate in all cycles were analysed, there were not 

significant differences (Table 4). Neither there were not significant differences (P=0.43) 

with the effect stallion on pregnancy rate in all cycles (Table 6).  

 

Regarding to the influence the uterine fluid accumulation on the pregnancy rate in all 

cycles, there was significant differences between normal mares (58.13%) and mares 

with uterine fluid accumulation (P<0.05), before breeding (42.35%) or post-breeding 

(25.00%) (Table 5). 

 

DISCUSSION 

This is the first report on the reproductive efficiency of SP mares. Our study found 

important differences between mares inseminated with cooled or frozen semen. Jasko et 

al., (1992). In our investigation, pregnancy rates and foaling rate were highest when 

cooled semen was used than when frozen semen was used, ranges between 54.70- 

81.25% and 39.13- 55.77%, respectively (Table 1). In return, other author affirms there 

are similar results between cooled and frozen semen (Loomis, 2001). Loomis explained 

that this is possible with good quality semen, selection of mares and stallions and good 
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mare management. With cooled semen, pregnancy rate in the first cycle in our study 

was very similar to that published by Demirci (1987), (60.30%), Loomis (2001), 

(59.40%), Sieme et al., (2004), (58.50%) and Benhajali et al., (2010), (51%). But Allen 

et al., (2007) and Nath et al., (2010) found higher values because they calculated the 

pregnancies rates with greater proportion of young mares (2-13 years old) than old 

mares (>13 years old), increasing the number of pregnant mares. Pregnancy rate in all 

cycles was similar to other authors (Morris and Allen, 2002; Sharma et al., 2010b). 

Although for this same rate, there are other articles with higher percentages than our it 

(Bosh et al., 2009; Nath et al., 2010), perhaps this is due to above reason about more 

young mares than old mares. Also pregnancy rate of mares per season was very similar 

to the found by Loomis (2001), (74.70%). In regard to pregnancy rate on day 14 per 

season and foaling rate, our study coincided with various reports (Demirci, 1987; 

Hemberg, 2004; Allen et al., 2007; Bosh et al., 2009; Cilek, 2009; Katila, 2010; Sharma 

et al., 2010b). Only Morris and Allen, (2002) showed higher foaling rate (82.69% mares 

produced a live foal) than our (72.92%), because they had major proportion of young 

mares. 

 

With frozen semen, pregnancy rates in our study oscillated between 39-55%, in 

according to the results reported in one experiment where the authors (Sieme et al., 

2004) used different techniques of insemination (48.40%). Samper et al., (1991) 

reported percentages in the same way. But Loomis (2001) obtained seasonal pregnancy 

rate higher (75.60%) than our study. Maybe our results with frozen semen were lower 

due to we inseminated a high proportion of mares older than 11 years (29/52) and 16 

mares were inseminated only once by customer’s decision. However, type of semen did 

not influence in embryonic and fetal losses on days 15-60. Moberg, (1975) cited 
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seminal treatments (mating or insemination with fresh and frozen semen) like a cause 

responsible for early embryonic death but Villahoza et al., (1985) did not find 

differences using fresh or frozen semen, 12.5% and 16.7% respectively. These values 

are very similar to those found in our study and may have been due to improvement in 

the freezing procedure with best semen quality (Loomis, 2001) and to the altrenogest 

treatment carried when an insufficient growth and development of the conceptus was 

found at the pregnancy diagnosis (Willmann et al., 2011). 

 

Agree with several studies, we have identified age as the most important factor 

influencing pregnancy rates, embryonic and fetal losses and foaling rate (Morris and 

Allen, 2002; Allen et al., 2007; Bosh et al., 2009; Benhajali et al., 2010; Katila et al., 

2010; Nath et al., 2010; Sharma et al., 2010b). We agree with all these authors, that the 

younger mares always had the best values on pregnancy rates, embryonic and fetal 

losses and foaling rate. We found in this group the higher percentage on pregnancy rate 

in first cycle (71.23%) compared with investigations of Morris and Alle, 2002 (62.7%), 

Allen et al., 2007 (67.3%), Boshet al., 2009 (66.3%) and Sharma et al., 2010b (54.08%). 

Only Nath et al. (2010) got better percentage than us (73.7% in Thoroughbred and 

73.6% in Standardbred). This is because both the latter authors and us used intensive 

reproductive management with artificial insemination. 

It is widely accepted that mare fertility begins to decline from 13 to 17 years old leading 

this category of animals to be referred to as subfertile (Ginthe, 1992; Allen et al., 2007). 

Our results agree with this statement, mares are 15 years old or older got the worst 

results, so we could consider that mares from 15 years old are subfertile. The decline in 

fertility with age has been attributed to chronic progressive degenerative changes in the 

endometrium (Ricketts and Alonso, 1991) that reduce its nutritive capacity for the 
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developing conceptus (Bracher et al. 1996). Also with senescence was observed poor 

perineal conformation, defects myometrial contractions, lymphatic drainage and uterine 

incompetence that increasing susceptibility to uterine infection and endometritis 

(Kalirajan and Rajasundaram, 2008; LeBlanc and Causey, 2009). 

Regarding the effect of mare’s reproductive status on fertility there are different results. 

In our study, the maiden mares had the best percentages on pregnancy rates and foaling 

rate, agree with other authors (Bosh et al., 2009; Nath et al., 2010; Sharma et al., 

2010b). In accordance with us, Allen et al. (2007) showed significant differences 

between maiden and barren mares on pregnancy rate at first cycle. Although we 

obtained the highest percentages on pregnancies rates and foaling rate in maiden mares. 

Lewis et al. (2015) calculated best pregnancy rate in young maiden mares (≤11 years) 

that in old maiden mares (>11 years). However, other authors stated that the category of 

the mare or reproductive status affected only its overall conception rate (Samper et al., 

2002; Benhajali et al., 2010). Hemberg et al. (2004) only found numerically difference 

between the conception rate and live foal rate between maiden/foaling mares and 

barren/resorbed/aborted mares. The main reason for this is the highest proportion of 

problem, barren and aborted mares being found among the older mare categories 

(Hemberg et al., 2004; Sharma et al., 2010b).  In our results, major proportion youngest 

mares were in maiden mares group. But not correlation was found between age and 

reproductive status of the mare (p > 0.05) (Benhajali et al., 2010). Perhaps, it would be 

necessary to conduct a study like the one carried out by Katila et al. (2010) where they 

analysed the mares in different age groups and each age group in different reproductive 

status.  
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As for the effects of other factors on fertility, in our study the number of inseminations 

per cycle didn't show significant differences. But, Allen et al, (2007) published higher 

per cycle early pregnancy rates in a mares group that had the overall mean number of 

matings/oestrus higher. In the same line, Nath et al., (2010) obtained best percentage on 

pregnancy rate with 2 inseminations per cycle than with 1 insemination in Standarbred 

mares (71.8% vs 66%). Although in Thoroughbred obtained best percentages with 1 

insemination. The reason for these results was the use of ovulation induction agents. 

When ovulation is not induced, more inseminations must be performed to get ovulation 

occurs close next to the time of insemination and thus to get better pregnancy rates 

(Allen et al., 2007; Nath et al., 2010). Moreover, Allen et al., (2007) explained that the 

significantly higher use of intrauterine antibiotic therapy was beneficial to successful 

conception. If we add to all this, the high demand for some stallions with chilled semen, 

high semen prices and that each insemination presents a challenge to the uterus in 

clearing accumulated fluid (Troedsson et al., 2001; Maischberger et al., 2008), it seems 

logical to perform a single insemination using ovulation inducing agents to improve 

pregnancy rates (Pycock, 2006). 

 

According to our study, most previous studies indicate that there is no difference on 

pregnancy rates between spontaneous/induced oestrus and ovulation (Morris and Allen, 

2002; Allen et al., 2007; Sharma et al., 2010b; Hanlon and Firth, 2012). Yurdaydin et 

al., (1993) obtained pregnancy rate at first cycle ranged between 66.7-87% with 

synchronization treatments (prostaglandin and human chorionic gonadotropin). Hanlon 

and Firth (2012) performed an experiment treating Thoroughbred mares in transitional 

phase with intravaginal progesterone releasing device. They found a significant increase 

the number of mares confirmed pregnant by the end of the breeding season, because 
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they advanced the first service date, effectively extended the breeding season. Then 

hormonal induction of ovulation only reduces the number of matings/inseminations per 

oestrus and matings/inseminations required per pregnancy (Allen et al., 2007). 

 

Also in according to our study, the majority of authors have not reported a significant 

effect of the breeding season and the year of breeding season on pregnancy rates 

(Morris and Allen, 2002; Hemberg et al., 2004; Cilek, 2009; Katila et al., 2010; Haadem 

et al., 2015). Only Benhajali et al. (2010) have reported about a logistic regression 

results where they found that breeding year affected the first-cycle conception rate, 

although they did give none explanation about this result. Morris and Allen (2002) 

found higher percentages of twin ovulations in July (within breeding season) and higher 

percentages of twin pregnancies in February (transitional phase). Hemberg et al. (2004) 

affirmed that month of mating did not show significance influence on conception rates, 

although in the early breeding season (March) they obtained a numerically higher 

conception rate but they did not provide any explanation about this. Cilek (2009) found 

a significant effect of the breeding month and year on gestation duration, service period, 

foaling interval, oestrus cycle per pregnancy and number of inseminations per 

conception, but no influence on pregnancy rates. Katila et al. (2010) published a 

decrease on foaling rates for 15 consecutive years that they explained by an increasing 

age in the mares. Regarding the breeding season, it should be noted that there is a higher 

incidence of anovulatory follicles (Ginther et al., 2006) that could lead to worse 

pregnancy rates. 

 

It is widely known for several years that accumulation of uterine fluid and mucus during 

oestrus or after breeding is associated with decreased pregnancy rates (McKinnon et al. 
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1988; Pycock and Newcombe 1996). Our results were in agreement with this. The 

pregnancy rate in all cycles without uterine fluid accumulation before or later 

insemination was higher more than twice than in cycles with uterine fluid accumulation 

post-insemination. We stablished a treatment as described by Maischberger et al. (2008) 

in all cycles with uterine fluid accumulation, then maybe we obtained best results that 

without treatment. Also, Lewis et al. (2015) had pregnancy rates significantly lower in 

cycles in which there was detectable prebreeding uterine fluid accumulation compared 

with cycles with no prebreeding fluid. Sharma et al. (2010a) showed better pregnancy 

rate on Day 16 per oestrus in mares that received treatment uterine but not in other 

reproductive performance parameters. They explained this could due to low mare 

numbers, several different veterinarians applying treatments and maybe the mares 

which received uterine treatment would have had minimal compromised uterine health 

which would be expected to be resolved with uterine therapy. Moreover, in other study 

(Allen et al., 2007) analysed different intrauterine therapies finding none resulted in a 

significant increase in the per cycle early pregnancy rate. 

In accordance with our research, one article recent (Haadem et al., 2015), published that 

stallion age had no effect on fertility parameters. Even though, they found variations at 

first cycle pregnancy rate and foaling rate for individual stallions. Also, other authors 

found differences in pregnancy rates between individual stallions (Morris and Allen, 

2002; Nath et al., 2010). (Benhajali et al., 2010) showed an effect stallion on the overall 

conception rate from 72% to 93% per stallion and an effect sire on the first cycle 

conception rate ranged per sire from 29% to 79%. Instead, Hemberg et al. (2004) 

claimed that there was no significant difference between stallions in overall conception 

rate, but there was a numerical difference in the live foal rate. Therefore, stallion can 

have an effect on fertility parameters depending sperm quality and number of mare 
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mating per stallion. In our case, all stallions had a proven fertility and good quality 

sperm. Maybe, for this reason we did not found that stallion age and individual stallion 

effect had no influence on fertility parameters.  

 

In conclusion, SP mares show similar fertility results to other breed mares. Type of 

semen (cooled or frozen), mare age, reproductive status and uterine fluid accumulation 

are the most important factors that influence decisively on fertility parameters of SP 

mares. Best results are obtained with cooled semen, in young mares, maiden mares and 

mares in oestrus without uterine fluid accumulation. SP mares can considered like a 

very fertile horse breed. 
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Table 1.- Comparison of reproductive efficiency with cooled or frozen semen in Spanish Purebred mares. 

 Pregnancy rate Days 15-60 
embryonic and 

fetal losses 
Foaling rate 

Type of  Semen First cycle All cycles 
Day 14 pregnancies per 

season 
Mares per season 

Cooled  56.85%a (112/197) 54.70%a (157/287) 81.25%a (156/192) 73.96%a (142/192) 8.97%a (14/156) 72.92%a (140/192) 

Frozen 39.13%b (18/46) 40.28%b (29/72) 55.77%b (29/52) 46.15%b (24/52) 17.24%a (5/29) 42.31%b (22/52) 

P value <0.05 <0.05 <0.001 <0.001 >0.05 <0.001 

Values within the same column with different superscripts differ significantly, χ2 test. 
 
 
 
Table 2.- Effects of age on measures of reproductive efficiency in Spanish Purebred mares. 

 Pregnancy rate Days 15-60 
embryonic and 

fetal losses  
Foaling rate Age group 

(years) 
First cycle All cycles 

Day 14 pregnancies per 
season 

Mares per season 

3-7 71.23%a (52/73) 70.21%a (66/94) 91.66%a (66/72) 86.11%a (62/72) 6.06%a (4/66) 84.72%a (61/72) 

8-11 51.56%a,b (33/64) 52.00%a,b (52/100) 78.46%a,b (51/65) 70.77%a,b (46/65) 9.80%a,b (5/51) 69.23%a,b (45/65) 

12-14 41.60%b (20/48) 41.33%b (31/75) 65.96%b (31/47) 63.83%b,c (30/47) 3.23%a (1/31) 59.57%b,c (28/47) 

≥ 15 43.10%b (25/58) 41.11%b (37/90) 61.66%b (37/60) 46.67%c (28/60) 24.32%b (9/37) 46.67%c (28/60) 

Bonferroni P <0.01 P <0.001 P <0.01 P<0.05 P<0.05 P <0.05 
Values within the same column with different superscripts differ significantly, χ2 test, Bonferroni P <0.05, P <0.01, P<0.001
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Table 3.- Effects of reproductive status on measures of reproductive efficiency in Spanish Purebred mares. 

Values within the same column with different superscripts differ significantly, χ2 test, Bonferroni P <0,05, P <0,01. 
 
 
 
Table 4.- Effects of different factors on the pregnancy rate in all cycles in Spanish Purebred mares. 

 
Number of 

inseminations per 
cycle 

Type of oestrus Type of ovulation Breeding season Year of breeding season 

 1 ≥2 Spontaneous Induced Spontaneous Induced 

Within 
(Spring 

and 
Summer) 

Outside 
(Fall and 
Winter) 

2012-13 2013-14 2014-15 2015-16 

Pregnancy 
rate in all 

cycles 

52,80% 
(113/214) 

50,34% 
(73/145) 

53,09% 
(146/275) 

47,62% 
(40/84) 

60,71% 
(34/56) 

50,17% 
(152/303) 

57,75% 
(82/142) 

47,93% 
(104/217) 

49,44% 
(44/89) 

45,24% 
(57/126) 

54,93% 
(39/71) 

63,01% 
(46/73) 

P Value 0,65 0,38 0,15 0,07 0,10 

 Pregnancy rate Days 15-60 
embryonic and 

fetal losses 
Foaling rate Reproductive 

 status 
First cycle All cycles 

Day 14 pregnancies per 
season 

Mares per season 

Maiden 86.96%a (20/23) 88.46%a (23/26) 100%a (23/23) 95.65%a (22/23) 4.35%a (1/23) 91.30%a (21/23) 

Barren 42.68%b (35/82) 41.48%b (56/135) 65.48%b (55/84) 57.14%b (48/84) 12.73%a (7/55) 54.76%b (46/84) 

Rested 54.84%a,b (17/31) 51.16%b (22/43) 75.86%a,b (22/29) 75.86%a,b (22/29) 0%a (0/22) 75.86%a,b (22/29) 

Foaling 54.21%b (58/107) 54.84%b (85/155) 78.70%a,b (85/108) 68.52%a,b (74/108) 12.94%a (11/85) 67.59%a,b (73/108) 

Bonferroni P <0.05 P <0.05 P <0.01 P<0.05 P>0.05 P <0.01 



 
 

80 
 

 
 
 
 
Table 5.- Effect of uterine fluid accumulation on the pregnancy rate in all cycles in Spanish 
Purebred mares. 
 Uterine fluid accumulation 

 Normal Before Breeding Post-breeding 
Pregnancy rate 

in all cycles 
58,13%a (143/246) 42,35%b (36/85) 25,00%b (7/28) 

Values within the same row with different superscripts differ significantly, χ2 test, 
Bonferroni P <0,05. 
 
 
 
 
Table 6.- Effect of stallion on the pregnancy rate in all cycles in Spanish Purebred mares. 

Age group 
(years) 

Number of 
Stallions 

Pregnancy rate in all 
cycles 

3-7 7 48,26% (83/172) 

8-14 4 55,36% (62/112) 

≥15 5 54,66% (41/75) 

P Value                               0,43 
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4. DISCUSIÓN 
 

Debido al desarrollo y difusión internacional de la IA en équidos, la manipulación y 

procesado del semen se ha convertido en una práctica habitual en esta especie (Katila, 

2005; Aurich, 2012). Y con ello, han sido numerosas las ideas preconcebidas relativas al 

daño que factores abióticos como la luz, temperatura o estrés físico pueden infligir 

sobre la calidad de las células espermáticas.  

 

La luz puede resultar perjudicial para el espermatozoide ya que, al incidir sobre él, 

favorece la liberación de especies reactivas del oxígeno (EROS) (Shahar y cols., 2011). 

Por esta razón, se aconseja que durante su manipulación la muestra sea protegida de 

la luz, evitando así la reducción de su calidad. Sin embargo, en contra de esta 

afirmación, investigaciones recientes demuestran que la incidencia de luz sobre el 

semen puede tener efectos beneficiosos, favoreciendo la penetración del oocito e 

incrementando así la fertilidad y la prolificidad (Yeste y cols., 2016). En referencia a la 

luz ultravioleta (UV), se ha descrito su capacidad esterilizante, por lo que se ha 

propuesto como posible herramienta para ayudar a reducir la carga bacteriana, 

reduciendo así reducir el uso de antibióticos, aunque antes habría que determinar 

cómo afecta sobre el espermatozoide. 

 

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral muestran que a partir de 30 

minutos posteriores a la exposición a luz UV, los espermatozoides equinos sufren un 

contundente impacto negativo en su motilidad y en el potencial mitocondrial. En 

cambio, la exposición del semen a la luz convencional de laboratorio (luz blanca) 

durante 60 minutos no ocasiona un descenso reseñable de su calidad. Cuando 

tratamos de explicar cómo la luz afecta a los espermatozoides, debemos recordar que 

una fuente de luz incide sobre un cuerpo (espermatozoides en este caso), parte de la 

energía llega en forma de luz, pero otra gran parte lo hace en forma de calor, y 

dependiendo de la longitud de onda a la que se emite dicha luz, ésta tendrá mayor o 

menor penetración. En nuestro experimento apreciamos que a medida que las 

muestras se situaban más lejos de la fuente de luz UV, éstas resultaban menos 

dañadas. Esto sugiere que quizás, la luz UV aplicada durante un corto periodo de 

tiempo y a una distancia determinada, podría ejercer un poder esterilizante y 

favorable sobre los espermatozoides. 

 

Se ha descrito que el espermatozoide de rata es muy sensible al estrés físico (Kim y 

cols., 2013), en cuyo caso se recomienda que sea tratado con especial cuidado durante 

su procesado. De hecho, el pipeteo repetido (cuádruple) del esperma de ratón y rata 

reducen su viabilidad a la mitad (Varisli et al., 2009). Sin embargo, estudios llevados a 

cabo con esperma de cerdo, toro y carnero, han demostrado que el pipeteo no afecta 

a su motilidad (Varisli et al., 2009). El presente estudio pone de manifiesto que el 
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esperma equino tiene gran resistencia al estrés por el pipeteo. Sin duda, el estrés físico 

puede ser inducido a través de diversas acciones, desde el pipeteo (como se ha 

indicado) hasta el centrifugado de la muestra, y su impacto sobre el espermatozoide 

también puede variar. En este sentido, Kim y cols. (2013) describieron que la motilidad 

del esperma de rata no se ve afectada por la centrifugación, tal y como describen en 

caballo Ferrer y cols. (2012).  

 

No obstante, el pipeteo y la centrifugación han sido descritos como factores que 

alteran la función mitocondrial en la rata (Kim y cols., 2013). No obstante, en los 

estudios realizados en espermatozoides equinos no se apreció una reducción en el 

potencial mitocondrial tras someterlos a pipeteo. En consecuencia, se puede afirmar 

que el espermatozoide de caballo es más tolerante al estrés físico que el de rata, lo 

que puede conferirla una importante ventaja a la hora de usarse en IA, soportando 

mejor su procesamiento durante la refrigeración. Se ha sugerido que la longitud del 

flagelo o cola del espermatozoide (que es mucho mayor en roedores) puede estar 

asociado a esa alta sensibilidad de la rata a agentes estresantes físicos (Gao y cols., 

1997; Varisli y cols., 2009). Varios estudios afirman que el estrés mecánico incrementa 

las ERO en el espermatozoide (Agarwal y cols., 1994; Aitken y cols., 2010; McCarthy y 

cols., 2010), aunque los resultados obtenidos por Kim y col (2013) en espermatozoides 

de rata sostienen que este tipo de estrés induce un descenso de ERO, lo que podría ser 

deberse a una activación de los mecanismos de defensa antioxidante del 

espermatozoide. La mitocondria es la principal organela involucrada en la formación 

intracelular de ERO. El estrés abiótico podría provocar un descenso en el número de 

espermatozoides con alto potencial mitocondrial, lo que supone una menor 

producción de ATP de la mitocondria y, por tanto, una disminución en la motilidad 

espermática (Guthrie and Welch 2006). 

 

Aunque existen muchos estudios que describen el efecto de la temperatura sobre los 

espermatozoides, no se han encontrado investigaciones acerca de cómo las 

oscilaciones térmicas pueden alterar la fisiología normal del mismo. La presente Tesis 

Doctoral planteó una serie de experiencias en las que el espermatozoide refrigerado a 

15ºC se llevaba a temperaturas de 30ºC o de 0ºC, para, posteriormente devolverlo a la 

temperatura inicial de refrigeración. Los resultados demostraron la alta tolerancia del 

espermatozoide equino refrigerado ante variaciones bruscas de temperatura. En este 

caso, los espermatozoides fueron protegidos con crioprotectores no penetrantes, 

aportados a través del diluyente a base de leche desnatada y azúcares. Los resultados 

no mostraron diferencias en ninguno de los protocolos de oscilación térmica testados, 

sí se apreció que el daño era ligeramente mayor cuando las células espermáticas se 

sometían a temperaturas de 0ºC frente a 30º C. Esta observación resalta la seguridad y 

aplicabilidad de los actuales sistemas de refrigeración que se emplean en esperma 

equino. Sin duda, en caso de que el semen provenga de sementales con alta calidad 
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seminal (como ocurrió en este estudio), la calidad no se verá afectada por cambios de 

temperatura debidos a su manipulación durante el verano o el invierno. Habría que 

realizar estos mismos experimentos en esperma de baja calidad, en el que quizás el 

estrés abiótico podría modificar negativamente la calidad espermática y hacer que las 

dosis seminales redujeran drásticamente su capacidad fertilizante (Artículo 1). 

 

A pesar de que la congelación convencional es la técnica más usada para 

criopreservación de semen equino, se describen diversos inconvenientes asociados a 

que se induce la formación de cristales de hielo extra e intracelulares y conlleva 

cambios osmóticos, lo que ocasiona gran contracción celular y daños en el 

espermatozoide (Watson y Martin, 1975; Gao y cols., 1997).  Últimamente, el interés 

se ha centrado en el desarrollo de nuevos diluyentes, métodos para seleccionar y 

separar poblaciones de espermatozoides de mejor calidad y diferentes protocolos de 

congelación-descongelación capaces de mejorar los resultados actuales (Pérez-Marín y 

cols., 2018). Otros estudios han descrito nuevos métodos de criopreservación como la 

congelación en seco (o liofilización) para preservar esperma equino (Olaciregui y cols., 

2016), pero hasta ahora, no existían estudios acerca de cómo se comporta el 

espermatozoide equino tras su vitrificación. Estos estudios, abordados por primera vez 

en esta Tesis Doctoral, demuestran el impacto negativo que este procedimiento tiene 

sobre el espermatozoide equino. En nuestros experimentos comparamos el efecto de 

diferentes concentraciones de sacarosa y/o trehalosa sobre el espermatozoide equino 

y no se encontraron diferencias significativas entre ambos disacáridos. Sin embargo, 

sorprendió que la exposición continuada a CP provocaba un descenso radical de la 

motilidad y calidad espermática, mientras que cuando las muestras eran sometidas a 

CPs y seguidamente vitrificadas-calentadas, los valores eran superiores. En el 

momento en que los CP son añadidos a las muestras de esperma, tiene lugar un rápido 

shock osmótico, que se hace irreversible cuando el tiempo de exposición aumenta. 

Además, el medio se transforma en una sustancia más viscosa que conduce a la 

supresión del movimiento flagelar (Woelders y cols., 1997).  Se apreció que la 

motilidad espermática disminuía a medida que aumentaban las concentraciones de 

CP; es decir, bajo condiciones de hiperosmolaridad se merma la motilidad del esperma 

equino (Ball y Vo, 2001; Pommer y cols., 2002). Estas condiciones también inducen un 

daño oxidativo al esperma, con un incremento en la formación de aniones superóxido, 

aunque la integridad de la membrana plasmática no se ve afectada hasta los 600 

mOsm (Ball, 2008). La vuelta a condiciones isosmolares durante la descongelación y el 

calentamiento permite al espermatozoide recuperar su volumen inicial, lo que debe 

considerarse como un punto crítico en esta técnica. Pommer y col (2002) han 

informado de la disminución de la actividad mitocondrial y de la viabilidad del esperma 

equino durante los procesos de descongelación, lo que pone de manifiesto la gran 

importancia de este paso para la supervivencia y funcionalidad del espermatozoide. Se 

ha comprobado que el calentamiento de una muestra de esperma vitrificada es una 
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fase más crítica que la que transcurre durante el enfriamiento. Y se ha descrito que el 

calentamiento lento hasta 37°C reduce la motilidad, viabilidad e integridad del 

acrosoma en mayor medida que si se emplea un calentamiento rápido a 60°C (Rosato y 

Iaffaldano, 2013). 

 

De los resultados derivados de este estudio también se sugiere que la membrana 

plasmática del espermatozoide, además de dañarse por la formación de cristales de 

hielo, puede sufrir impactos físicos inducidos por la composición de los CP. Existe 

bibliografía en la que se expone que las concentraciones óptimas de azúcares para 

criopreservar esperma difiere entre especies, así como la influencia del tipo de 

diluyente (El-Sheshtawy y cols., 2015). De esta forma, un diluyente como INRA lleva 

azúcares adicionales capaces de actuar sinérgicamente con los disacáridos usados 

como CP (El-Badry y cols., 2017). La sacarosa y la trehalosa son disacáridos que no 

penetran en la célula y se usan para mejorar la formación de cristales de hielo en 

determinadas fases críticas del proceso de enfriamiento. (Sutton, 1992; Berrios y 

Sánchez, 2011). La trehalosa se inserta en la doble capa fosfolipídica de las membranas 

haciéndolas más estables durante la congelación (Aboagla y Terada, 2003) y 

protegiéndolas durante la criopreservación mediante un efecto antioxidante, 

aumentando el nivel de glutatión y reduciendo la peroxidación lipídica (Aisen y cols., 

2005). Así pues, es posible que promueva la protección de la integridad funcional del 

acrosoma y de las mitocondrias, mejorando la motilidad espermática después de la 

descongelación (Liu y cols., 2016). 

 

El acrosoma juega un papel importante en la función del espermatozoide y, por 

supuesto, en la fecundación. En el Artículo 2, los espermatozoides sometidos a baja 

osmolaridad no vieron afectada negativamente su integridad acrosomal, pero el 

proceso de vitrificación sí indujo un tremendo efecto negativo sobre las membranas 

acrosómicas. Esto puede ser debido a la alteración que se produce en las proteínas de 

membrana que se localizan en los fosfolípidos durante la fase de transición lipídica 

durante el enfriamiento (Mossad y cols., 1994). 

 

La adición de albúmina sérica bovina (BSA) al diluyente ofrece mayores tasas de 

supervivencia de espermatozoides, aunque no se sabe bien cuál es el mecanismo 

implicado (Nang y cols., 2012). Los experimentos conducidos en esperma equino 

demostraron que la adición única de BSA al diluyente espermático no ofreció ninguna 

capacidad protectora sobre los espermatozoides, lo que se reflejó en una gran pérdida 

de su motilidad, siendo solo unos pocos los que la conservaron. Para explicar esta 

tolerancia a la vitrificación de unos pocos espermatozoides en estas condiciones hay 

que tener en cuenta que la BSA es una macromolécula que se absorbe en la superficie 

de las membranas plasmáticas, donde juega un papel protector (Matsuoka y cols., 

2006) y también puede transportar grandes cantidades de ácidos grasos libres que 



 
 

85 
 

ofrecen energía extra a los espermatozoides (Hossain y cols., 2007). El esperma 

humano ha sido vitrificado satisfactoriamente en ausencia de CPs, lo que se explica por 

la composición de su plasma seminal, su contenido intracelular (Isachenko y cols., 

2003) y la forma plana y pequeño tamaño de su cabeza (Watson y Plummer, 1985). 

Comparando los tamaños de los espermatozoides de mamíferos, el de humano es el 

más pequeño, seguido por el equino, felino y canino (Garner, 2006). Estas 

observaciones nos hicieron pensar que el espermatozoide equino podría ser un buen 

candidato para la vitrificación. 

 

El espermatozoide equino no sufrió un incremento en la fragmentación del ADN tras la 

vitrificación, al igual que se describió en esperma humano tras la vitrificación o 

congelación (Isachenko y cols., 2004). Este hecho hace sospechar que el 

espermatozoide equino vitrificado podría ser un perfecto candidato para su empleo en 

inyección intracitoplasmática (ICSI). En este caso, los disacáridos protegerían el 

espermatozoide, reduciendo las fluctuaciones estructurales y la desnaturalización del 

ADN, formando numerosos enlaces de hidrógeno (Loi y cols., 2008) (Artículo 2). 

 

Enfocando el tema de la fertilidad equina hacia la eficiencia reproductiva, la evaluación 

de la placenta en yeguas gestantes permite determinar si existe alguna patología que 

conlleve la pérdida fetal, y para ello se ha descrito la determinación del espesor 

conjunto útero-placenta (ECUP) como indicador de viabilidad placentaria. Diversos 

estudios relacionan la edad gestacional con valores de ECUP en diferentes razas 

equinas, pudiendo notarse que existen diferencias entre ellas (Reanudin y cols., 1997; 

Barnes y cols., 2005; Bucca y cols., 2005; Colón 2008; Souza y cols., 2008; y Coutinho y 

cols., 2013). De acuerdo con Colon (2008), los resultados obtenidos ayudan a 

diferenciar entre una gestación sana y una anormal (probablemente debida a 

placentitis ascendente), desde el día 270 de gestación. No obstante, existen estudios 

que evidencian que las anormalidades placentarias podrían ocurrir y detectarse antes 

de lo indicado anteriormente (Souza y cols., 2010). Renaudin y cols., (1997) definieron 

una medida ECUP anormal como aquella que se desviaba por encima del intervalo de 

confianza del 95% obtenido de los valores medios definidos como normales. Así, Souza 

y cols. (2010), encontraron un 33,9% de yeguas por encima del límite superior del 

intervalo de confianza, y otros autores encontraron un porcentaje menor, 3,1% 

(Troedsson y Zent, 2004) y un 15% (Colón, 2008). En esta investigación se obtuvieron 

resultados similares a Colón (2008), concretamente un 14% de yeguas, cuya medida 

ECUP fue significativamente superior a las yeguas sanas desde el día 270 de gestación. 

Esto nos ilustra sobre la existencia de una patología, la placentitis, que desarrollan 

muchas yeguas y deben recibir un tratamiento, aunque en la mayoría de casos no se 

localicen síntomas externos de placentitis o abortos (Souza y cols., 2010). Bucca y cols. 

(2005), observaron aumentos en la medida ECUP sin repercusiones en el desarrollo 

gestacional. 
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Al igual que Souza y cols. (2010), se ha encontrado que la edad de la yegua no afecta al 

ECUP. Pero si advertimos que las yeguas que abortaron o presentaron alteraciones 

placentarias fueron las de mayor edad y en las que el intervalo parto-concepción fue 

más largo. No se encontraron diferencias hasta el día 270 entre gestaciones sanas y 

anormales, por lo que se recomienda a partir de esta fecha comenzar el seguimiento 

ecográfico de la gestación (Requena y cols., 2014; Requena y cols., 2015). Esto es 

apoyado por la publicación de Hendriks y cols. (2009), que no encontraron diferencias 

importantes en las medidas de ECUP hasta el quinto mes de gestación, con el 

crecimiento más rápido y mayor a partir del octavo mes de gestación. Hecho que se 

atribuye a que las necesidades del feto aumentan exponencialmente en el último 

tercio de gestación provocando mayor vascularización (Crisci y cols., 2014). Las yeguas 

que abortaron en este estudio no presentaron ningún signo externo, algo que sólo 

ocurre cuando la enfermedad está muy avanzada (Mcpherson y Bailey, 2008). Lo que sí 

se encontró fueron cambios ecográficos a partir del día 270, como aumento de la 

medida ECUP respecto a yeguas normales, áreas de separación útero-placenta, y 

presencia de fluido exudativo en zonas de desorganización de la unión endometrio y 

placenta. Basándonos en la muestra estudiada en nuestro artículo, se considera que el 

8.5% de las yeguas PRE gestantes no producen un potro viable, lo cual no difiere con 

otros autores (Giles y cols., 1993; Smith y cols., 2003; Troedsson y Zent, 2004; LeBlanc, 

2010) (Artículo 3). 

 

En cuanto a la eficiencia reproductiva de la yegua PRE, se encontraron tasas de 

gestación y parto más altas con semen refrigerado que con congelado, coincidiendo 

con Jasko y cols. (1992c). Por el contrario, Loomis (2001) encontró resultados similares 

usando ambos tipos de semen, afirmando que esto es posible con semen de buena 

calidad, selección de los sementales y yeguas y un buen manejo reproductivo de la 

yegua. Las tasas de gestación conseguidas en el primer ciclo con semen congelado son 

similares a las publicadas por Demirci (1987), Loomis (2001), Sieme y cols., (2004) y 

Benhajali y cols., (2010). Otros autores (Allen y cols., 2007; Nath y cols., 2010), 

encontraron tasas más altas que las de esta investigación, probablemente debido a 

que ellos incluyeron en su estudio una mayor proporción de yeguas jóvenes (entre 2-

13 años). Con respecto a las tasas de gestación total en todos los ciclos, los resultados 

obtenidos son similares a los de Morris y Allen (2002) y Sharma y cols., (2010b), 

mientras que Bosch y cols., (2009) y Nath y cols., (2010) describieron valores más altos.  

 

Las tasas de gestación y partos obtenidas en las investigaciones realizadas son 

similares a los autores consultado en la bibliografía (Samper y cols., 1991; Sieme y 

cols., 2004). En cambio, Loomis (2001), obtuvo mejores resultados que los hallados en 

el trabajo realizado. Esto puede deberse a que se inseminaron una alta proporción de 

yeguas viejas y varias de ellas sólo se inseminaron en un celo por decisión del 



 
 

87 
 

propietario. Sin embargo, no se encontraron diferencias en las pérdidas embrionarias 

hasta el día 60 usando semen refrigerado o congelado. En esta misma línea apuntan 

otros estudios (Villahoza y cols., 1985; Willmann y cols., 2011). 

 

De acuerdo con multitud de estudios (Morris y Allen, 2002; Allen y cols., 2007; Bosh y 

cols., 2009; Benhajali y cols., 2010; Katila y cols., 2010; Nath y cols., 2010; Sharma y 

cols., 2010b), se ha identificado la edad como el factor más influyente en las tasas de 

gestación, de pérdidas embrionarias y fetales y de parto. Se coincide con todos los 

autores anteriores en que las yeguas jóvenes son las que mejores porcentajes de éxito 

dan. Sólo Nath y cols. (2010) y este estudio tienen las tasas de gestación en el primer 

ciclo más altas que los anteriores trabajos, puesto que se empleó IA y un intenso 

manejo reproductivo. 

 

Se acepta como norma general que las yeguas comienzan a mermar la fertilidad desde 

los 13 a 17 años, denominándose yeguas subfértiles (Ginther, 1992; Allen y cols., 

2007). Los resultados están en concordancia con la anterior afirmación, encontrando 

que las yeguas de 15 años o de más edad obtienen los peores resultados. Esto puede 

ser explicado porque con la edad aumentan los cambios degenerativos crónicos del 

endometrio de forma progresiva (Ricketts y Alonso, 1991), hecho que conlleva una 

reducción en el aporte de nutrientes al embrión (Bracher y cols., 1996). Otros factores 

asociados con el aumento de la edad de la yegua son la pobre conformación perineal, 

defectos en las contracciones del miometrio, fallos en el drenaje linfático e 

incompetencia uterina que aumentan la susceptibilidad de desarrollar endometritis 

(Kalirajan y Rajasundaram, 2008; LeBlanc y Causey, 2009). 

 

Respecto a la influencia del estatus reproductivo de la yegua en la fertilidad hay 

opiniones encontradas. Entretanto, en este estudio se apreció que las yeguas vírgenes 

o que se cubren por primera vez tienen los mejores porcentajes en las tasas de 

gestación, al igual que en otras investigaciones parecidas (Allen y cols., 2007; Bosh y 

cols., 2009; Nath y cols., 2010; Sharma y cols., 2010b). Sin embargo, otros trabajos 

informan que el estatus reproductivo sólo afecta a la tasa de concepción total (Samper 

y cols., 2002; Benhajali y cols., 2010). Se discrepa de los resultados descritos por 

Hemberg y cols. (2004) ya que no encontraron diferencias significativas entre las 

yeguas vírgenes y paridas con respecto a las yeguas infértiles y las que habían 

abortado. La razón de esto sería que ellos incluyeron una mayor proporción de yeguas 

problema (infértiles y que abortaron) en los grupos de yeguas de mayor edad. En las 

investigaciones que se ha realizado no se ha encontrado correlación entre la edad y el 

estatus reproductivo de la yegua (Benhajali y cols., 2010). 

 

Valorando otros factores externos que puedes influir en la fertilidad, no se hallaron 

diferencias significativas en el número de inseminaciones por ciclo. Algunos autores 
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obtuvieron mejores resultados en yeguas que fueron cubiertas varias veces por ciclo 

(Allen y cols., 2007) y otros que inseminaron 2 veces por ciclo en vez de una (Nath y 

cols., 2010). La explicación a estos resultados es el uso o no de agentes inductores de 

la ovulación. Si la ovulación no es inducida, más cantidad de montas/inseminaciones 

serán necesarias para conseguir disminuir el tiempo entre la monta/inseminación y la 

ovulación y aumentar la probabilidad de concepción. Tampoco hay diferencias 

significativas en las tasas de gestación por celos espontáneos o inducidos (Morris y 

Allen, 2002; Allen y cols., 2007; Sharma y cols., 2010b; Hanlon y Firth, 2012). Pero 

empleando tratamientos hormonales para inducir celos, se pueden mejorar las tasas 

de gestación al final de la temporada reproductiva, como hicieron Hanlon y Firth 

(2012), que adelantaron el primer celo de la temporada, alargando el tiempo de la 

temporada reproductiva para tener más celos y aumentar la probabilidad de éxito. 

 

De acuerdo a la mayoría de los autores, no hay un efecto notable de la época 

reproductiva y el año reproductivo en las tasas de gestación (Morris y Allen, 2002; 

Hemberg y cols., 2004; Cilek, 2009; Katila y cols., 2010; Haadem y cols., 2015). Aunque 

si se ha comprobado que la época reproductiva influye en el número de ovulaciones 

dobles (dentro de la época reproducitva) y en el número de gestación dobles (época de 

transición) (Morris y Allen, 2002). Asimismo, Cilek (2009) encontró efectos 

significativos del mes y año reproductivo en la duración de la gestación, periodo de 

servicios, intervalo entre partos, celos por gestación y número de inseminación por 

concepción. Atendiendo a la época reproductiva de la yegua, de días largos, hay que 

destacar que en otoño e invierno hay mayor incidencia de folículos anovulatorios que 

pueden dar peores tasas de gestación (Ginther y cols., 2006). 

 

Desde hace muchos años, es bien conocido, que el acúmulo de fluido uterino y moco 

durante el celo o después de la cubrición está asociado a un descenso en las tasas de 

gestación (McKinnon y cols., 1988; Pycock y Newcombe 1996; Lewis y cols., 2015). De 

acuerdo con esto, se obtuvo que la tasa de gestación de todos los ciclos, en aquellos 

que no hubo acúmulo de fluido uterino antes o después de la inseminación, fue más 

del doble que en aquellos que hubo fluido uterino post-inseminación. Se han 

instaurado tratamientos, como los descritos por Maischberger y cols. (2008), en todos 

los ciclos que presentaron acúmulo de fluido intrauterino. Esto hace pensar que 

mediante tratamientos apropiados para eliminar el fluido intrauterino y/o infecciones, 

se podría aumentar las tasas de gestación. Así, Sharma y cols. (2010a) consiguieron 

mejores tasas de gestación por ciclo en el día 16 en aquellas yeguas que recibieron 

tratamiento. 

 

Por último, de acuerdo con la investigación realizada, algunos autores informaron que 

la edad del semental no tiene efecto en los parámetros de fertilidad (Hemberg y cols., 

2004; Haadem y cols., 2015). Por un lado, hay estudios que han encontrado diferencias 
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en las tasas de gestación en el primer ciclo y en la tasa de partos para cada semental 

(Morris y Allen, 2002; Nath y cols., 2010; Haadem y cols., 2015). Por otro, Benhajali y 

cols. (2010) mostraron que existe un efecto "semental" en la tasa de concepción total 

y un efecto "padre" en la tasa de concepción al primer ciclo. De esto se deduce que el 

semental puede tener un efecto a corto plazo en los parámetros reproductivos, 

dependiendo de la calidad del semen y del número de yeguas cubiertas, y un efecto a 

largo plazo en la transmisión de la fertilidad a sus hijas. A diferencia de otros autores, 

en el presente estudio se empleó IA y siempre se analizó y procesó previamente el 

semen, obteniendo dosis de buena calidad, por lo que es posible que esta sea la causa 

de que no se percibieran efectos de la edad del semental en la tasa de gestación de 

todos los ciclos (Artículo 4). 
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5. CONCLUSIONES 

 

(DEL ARTÍCULO 1: SHORT-TERM TOLERANCE OF EQUINE SPERMATOZOA TO VARIOUS 

ABIOTIC FACTORS. PÉREZ-MARÍN CC, REQUENA FD, ARANDO A, REQUENA 

L, REQUENA F, AGÜERA EI. REPROD DOM ANIM. 2018; 00:1–11) 

 

I. Los espermatozoides equinos tienen una alta tolerancia al estrés mecánico (inducido 

por el pipeteo) y al estrés térmico (inducido por oscilaciones térmicas durante la 

conservación), corroborando así que es posible mantener esperma de alta calidad 

durante envíos de larga distancia.  

 

II. En cuanto al impacto de la luz, los espermatozoides equinos son muy resistentes a 

estímulos normales como sucede en la rutina de trabajo de laboratorio, pero la 

aplicación de luz UV durante un mínimo de 30 minutos tiene un efecto negativo en su 

calidad.  

 

 

 

(DEL ARTÍCULO 2: EFFECT OF TREHALOSE- AND SUCROSE-BASED EXTENDERS ON 

EQUINE SPERM QUALITY AFTER VITRIFICATION: PRELIMINARY RESULTS. C.C. PÉREZ-

MARÍN, F.D. REQUENA, A. ARANDO, S. ORTIZ-VILLALÓN, F. REQUENA, E.I. AGÜERA. 

CRYOBIOLOGY, 2018; 80:62-69) 

 

III. La vitrificación de esperma equino tiene una baja capacidad para preservar la 

motilidad espermática, aunque los diluyentes que contienen trehalosa o sucrosa a 

bajas concentraciones ofrecen efectos protectores para la motilidad. 

 

IV. La álbumina de suero bovino (BSA) parece tener por sí misma un ligero efecto 

protector sobre espermatozoides equinos vitrificados. 

 

V. La integridad del ADN fue reducida ligeramente tras la vitrificación, pero no hubo 

diferencias cuando se emplearon CPs, lo que sugiere que la cromatina espermática 

podría mantener su función en estas condiciones. 

 

VI. El acrosoma y las membranas plasmáticas sufrieron graves daños tras la 

vitrificación, aunque no durante la exposición a CPs, por lo que para mejorar esta 

técnica se precisa desarrollar medidas encaminadas a la protección de estas 

estructuras. 
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(DEL ARTÍCULO 3: TRANSRECTAL ULTRASONOGRAPHIC MEASUREMENTS OF THE 

COMBINED THICKNESS OF THE UTERUS AND PLACENTA IN SPANISH PUREBRED MARES. 

FERNANDO D. REQUENA, ESTRELLA I. AGÜERA, FRANCISCO REQUENA, CARLOS C. 

PÉREZ-MARÍN. ANIMAL REPRODUCTION, 2017; 14 (SUPPL.1): 1278-1284) 

 

VII. En la yegua PRE, un examen ecográfico transrectal y mensual desde los 210 días 

de gestación ofrece ventajas para evaluar el espesor conjunto útero-placenta (ECUP) y 

evidenciar gestaciones sanas o anormales.  

 

VIII. Las diferencias entre gestaciones sanas o anormales son más evidentes desde el 

día 270 de gestación. 

 

IX. Un 14% de las yeguas gestantes PRE ha sido diagnosticado con aumento del 

espesor placentario.  

 

 

 

(DEL ARTÍCULO4: REPRODUCTIVE EFFICIENCY OF SPANISH PUREBRED MARE IN SPAIN. 

FD REQUENA, EI AGÜERACC PÉREZ-MARÍN. EN PREPARACIÓN) 

 

X. La yegua PRE muestra resultados similares de fertilidad a otras razas equinas. El 

tipo de semen (refrigerado o congelado), la edad, el estatus reproductivo y el acúmulo 

de fluido uterino son los factores más importantes que influyen decisivamente en los 

parámetros de fertilidad de la yegua PRE. 

 

XI. La mejor fertilidad se obtiene con semen refrigerado cuando se aplica sobre 

yeguas jóvenes o en yeguas vírgenes que no presentan acúmulo de fluido uterino 

durante el estro. 
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  6. RESUMEN 
 

El caballo ha sido seleccionado atendiendo a sus éxitos deportivos más que a su tasa 

de fertilidad. Por ello, el caballo se ha mostrado por tener una eficiencia reproductiva 

más baja comparándolo con otras especies domésticas. Hay varios estudios sobre 

eficiencia reproductiva en diferentes razas equinas, pero no en el Pura Raza Español 

(PRE). Ésta, depende de factores relacionados con la yegua, el semental y factores 

externos. Para determinar la fertilidad equina se han desarrollado cuatro artículos. 

En el primer artículo, se determinaron los efectos de varios factores abióticos, como la 

luz, el estrés físico (pipeteo) y el shock térmico en la calidad de esperma equino fresco 

y refrigerado. En el experimento I, cuatro alícuotas de esperma fueron sometidas a 

diferentes exposiciones de luz: (i) muestra control protegida (CTRL), (ii) expuesta a luz 

ultravioleta a 10 cm (UV10), (iii) expuesta a luz ultravioleta a 20 cm (UV20cm) y (iv) 

expuesta a la luz de laboratorio (LAB). En el experimento II, cuatro alícuotas de semen 

fueron sometidas a pipeteo repetido durante 0, 10, 20 y 30 veces (CTRL, P10, P20, P30, 

respectivamente). En el experimento III, cuatro alícuotas de semen a 15°C fueron 

sometidas a oscilaciones térmicas: (i) esperma control refrigerado a 15°C (CTRL), (ii) 

oscilaciones de 1.9°C/min a temperatura de 30°C (T30), (iii) oscilaciones de 1.4°C/min, 

con un rápido descenso de temperatura hasta alcanzar 1.3°C (T0R) y (iv) oscilaciones 

de 1.1°C/min, con un descenso de temperatura lento has alcanzar 4.2°C (T0S). Los 

resultados revelaron que después de 30min, las muestras de esperma UV10 y UV20 

mostraron significativamente (p < 0.05) los valores más bajos de motilidad total, 

parámetros cinemáticos y potencial mitocondrial. Después de 45 min de exposición, 

las diferencias fueron altamente significantes (p < 0.001). No se encontraron 

diferencias significativas (p > 0.05) para el pipeteo y las oscilaciones térmicas. Los 

resultados sugieren que, incluso si las muestras de esperma no son manejadas en el 

laboratorio bajo condiciones óptimas, los espermatozoides de equino en fresco o 

refrigerados son capaces de resistir el impacto de varios factores abióticos sin provocar 

una reducción de su calidad. Este estudio analiza el efecto en muestras de esperma 

normales, pero en el futuro la investigación podría buscar la tolerancia que las 

muestras de esperma equino con astenospermia tendrían a la influencia de estos 

factores abióticos. 

En el segundo artículo se llevó a cabo una investigación para evaluar el impacto de 

varios agentes crioprotectores (AC) y la vitrificación en la calidad del esperma. Un total 

de 12 eyaculados fueron sometidos a la exposición de CPA y a vitrificación. El esperma 

fue diluido en un rango de AC: fresco, control (BSA), sacarosa (0.15M, 0.3M y 0.5M), 

trehalosa (0.15M, 0.3M y 0.5M) y la combinación de sacarosa y trehalosa (M1: 0.15M 

sacarosa + 0.5M trehalosa; M2: 0.5M sacarosa + 0.15M trehalosa). La motilidad 

espermática, viabilidad, integridad del acrosoma y la fragmentación del ADN fueron 

evaluados en el momento de la exposición a los AC y después de la vitrificación. La 

exposición de los espermatozoides a varias concentraciones de sacarosa y/o trehalosa 

redujeron significativamente la motilidad espermática, aunque con bajas 
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concentraciones resultaron en una motilidad más alta. La viabilidad espermática y la 

fragmentación del ADN no variaron después de la exposición a los AC, pero la 

integridad del acrosoma cayó significativamente cuando los espermatozoides fueron 

expuestos a AC con alta osmolaridad. Cuando los espermatozoides fueron vitrificados, 

los valores de motilidad fueron significativamente más altos que los obtenidos durante 

la exposición a AC. La concentración baja de sacarosa (0.15M y 0.3M) y trehalosa 

(0.15M) mostraron la mejor motilidad progresiva espermática. El procedimiento de 

vitrificación-calentamiento redujo significativamente la viabilidad espermática y la 

integridad del acrosoma, pero el ADN no varía con ninguno de los AC empleados. La 

vitrificación del esperma equino demuestra una baja capacidad para preservar la 

motilidad espermática, y los diluyentes que contienen trehalosa o sacarosa a bajas 

concentraciones se asocian con un mejor efecto protector en la motilidad espermática. 

Después de la vitrificación, el acrosoma y las membranas plasmáticas se dañaron 

severamente, mientras la estructura del ADN se mantuvo. El espermatozoide equino 

recobró la motilidad después de la vitrificación, pero se precisa realizar más estudios 

en la preservación de las membranas espermáticas. 

En el tercer artículo fueron establecidos los valores normales del espesor conjunto 

útero-placenta (ECUP) en yeguas Pura Raza Española (PRE) durante el último periodo 

de gestación. Un total de 107 yeguas fueron examinadas a los 210, 240, 270 y 300 días 

de gestación, de las cuales 13 tuvieron gestaciones anormales (muerte fetal, abortos o 

nacidos muertos). En yeguas con potros sanos, las medidas ECUP mostraron 

diferencias significativas (P < 0.0001) en varias edades gestacionales (4.83 ± 0.59 mm, 

6.12 ± 0.60 mm, 7.41 ± 0.61 mm y 10.45 ± 0.92 mm at 210, 240, 270 y 300 días, 

respectivamente). Una alta correlación positiva se observó entre ECUP y la edad 

gestacional (r = 0.923; P < 0.001). En yeguas con gestación anormal las medidas ECUP 

fueron significativamente más altas (P < 0.0001) que en las gestaciones sanas en el día 

270 (8.89 vs. 7.41 mm) y en el 300 (14.17 vs. 10.45 mm). La edad de la yegua, el 

tiempo de fecundación, el tipo de semen y la longitud de la gestación no afectan la 

ECUP. Los resultados obtenidos sugieren que el punto de corte para la detección 

anormal de las gestaciones en yeguas PRE es 7.75 mm en el día 270 y 12.7 mm en el 

día 300. La incidencia del aumento de ECUP en el último periodo de gestación de la 

yegua PRE fue del 14% y un examen ecográfico transrectal a los 270 días de gestación 

es muy aconsejable. La evaluación periódica placentaria podría revelar alteraciones no 

detectadas por los demás, permitiendo instaurar tratamiento apropiados encaminados 

a prevenir la pérdida fetal. 

Finalmente, un estudio se llevó a cabo un estudio retrospectivo para determinar la 

eficiencia reproductiva de la yegua PRE. Se evaluó la influencia de la edad, el estatus 

reproductivo, la inseminación con semen refrigerado o congelado, el número de 

inseminaciones por ciclo, el tipo de celo, el tipo de ovulación, la temporada 

reproductiva, el año de la temporada reproductiva, la presencia de fluido uterino y la 

edad del semental. Se incluyeron en una base de datos las inseminaciones de 122 

yeguas PRE durante 4 temporadas reproductivas consecutivas (2012-2013, 2013-2014, 
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2014-2015, 2015-2016). Un total de 359 ciclos fueron estudiados. Las yeguas se 

agruparon de acuerdo a la edad: jóvenes, mediana edad, viejas y muy viejas y de 

acuerdo al estatus reproductivo: vírgenes, infértiles, paridas y no cubiertas. Las tasas 

de gestación más altas fueron con semen refrigerado en el primer ciclo (P < 0.05), en 

todos los ciclos (P < 0.05), en el día 14 por temporada (P < 0.001) y en la tasa de partos 

(P < 0.001). Las tasas de gestación y partos fueron significativamente influenciadas por 

el efecto de la edad. Las yeguas jóvenes y vírgenes tuvieron las tasas de gestación más 

altas. No hubo diferencias significativas (P > 0.05) en la tasa de gestación en todos los 

ciclos cuando se analizó el número de inseminaciones por ciclo, tipo de celo, tipo de 

ovulación, temporada reproductiva, año de la temporada reproductiva y la edad del 

semental. Hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre las yeguas que no 

acumularon fluido uterino (58.13%) y las que acumularon fluido intrauterino antes de 

la cubrición (42.35%) y después (25.00%). La yegua PRE podría ser considerada como 

una raza de caballo muy fértil. 
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7. ABSTRACT 
 

 

Horse has been selected contemplating its sporting success more than its fertility rate. 

For this reason, horse has been showed to have relatively lower reproductive 

efficiency compared to others domestics species. There are many studies about 

reproductive efficiency in different breeds horses but not in Spanish Purebred (SP) 

horse. Equine reproductive efficiency depends on factors related to the mare, the 

stallion and external factors. To determine equine fertility four articles were 

developed. 

 

In the first article, it was determined the effects of various abiotic factors, such as light, 

physical stress (pipetting) and thermal shock, on the quality of fresh and cooled equine 

sperm. In experiment I, four sperm aliquots were subjected to different light 

exposures: (i) protected control samples (CTRL), (ii) exposed to UV light at 10 cm 

(UV10), (iii) exposed to UV light at 20 cm (UV20) and (iv) exposed to laboratory lighting 

(LAB). In experiment II, four semen aliquots were subjected to repeated pipetting for 0, 

10, 20 and 30 times (CTRL, P10, P20 and P30, respectively). In experiment III, four 

semen aliquots at 15°C were subjected to thermal oscillations: (i) cooled control sperm 

at 15°C (CTRL), (ii) oscillations of 1.9°C/min to a temperature of 30°C (T30), (iii) 

oscillations of 1.4°C/min, with the temperature rapidly falling until reaching 1.3°C (T0R) 

and (iv) oscillations of 1.1°C/min, with the temperature slowly falling until reaching 

4.2°C (T0S). The results revealed that after 30 min, UV10 and UV20 sperm samples 

showed significantly (p < 0.05) lower total and progressive motility values, sperm 

kinematic parameters and mitochondrial potential. After 45 min of exposure, 

differences were highly significant (p <0.001). No significant differences (p > 0.05) were 

found for pipetting or thermal oscillations. The results suggest that, even if equine 

sperm samples are not handled in the laboratory under optimal conditions, fresh and 

cooled equine spermatozoa are able to resist the impact of various abiotic stimuli 

without any reduction in their quality. This study analyses the effect on normospermic 

samples, but future research could look at the tolerance that asthenozoospermic 

equine samples have to these abiotic influences. 

 

In the second article was carried a research to evaluate the impact of various 

cryoprotectant agents (CPA) and vitrification on equine sperm quality. A total of 12 

ejaculates were subjected to exposure to CPA and vitrification. Sperm was diluted in a 

range of CPA: fresh, control (BSA), sucrose (0.15M, 0.3M and 0.5M), trehalose (0.15M, 

0.3M and 0.5M) and the combination of sucrose and trehalose (M1: 0.15M sucrose 

+0.5M trehalose; M2: 0.5M sucrose+0.15M trehalose). Sperm motility, viability, 

acrosome integrity and DNA fragmentation were assessed at the time of CPA exposure 

and after vitrification. The exposure of spermatozoa to various concentrations of 

sucrose and/or trehalose significantly reduced sperm motility, with lower 
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concentrations resulting in higher sperm motility. Sperm viability and DNA 

fragmentation did not vary after exposure to CPA, but acrosome integrity fell 

significantly when spermatozoa were exposed to CPA with high osmolality. When 

spermatozoa were vitrified, motility values were significantly higher than those 

obtained during the exposure. Low concentrations of sucrose (0.15M and 0.3M) and 

trehalose (0.15M) showed the best progressive sperm motility. The vitrification-

warmed procedure significantly reduced sperm viability and acrosome integrity, but 

DNA did not vary with any of CPA used. Equine sperm vitrification demonstrates a low 

capacity for preserving sperm motility, and extenders containing trehalose or sucrose 

at lower concentrations are associated with a better protective effect on sperm 

motility. After vitrification, acrosome and plasma membranes were severely impaired, 

while the DNA structure was maintained. Equine spermatozoa partially recover the 

motility after vitrification, but there is a need for further studies into the preservation 

of sperm membranes. 

 

In the third study was established the normal values of the combined thickness of the 

uterus and placenta (CTUP) in Spanish Purebred mares during late pregnancy. A total 

of 107 mares were examined at 210, 240, 270 and 300 days of gestation, of which 13 

had abnormal gestations (foetal death, abortion or stillbirth). In mares with healthy 

foals, CTUP measurements showed significant differences (P < 0.0001) at the various 

gestational ages (4.83 ± 0.59 mm, 6.12 ± 0.60 mm, 7.41 ± 0.61 mm and 10.45 ± 0.92 

mm at 210, 240, 270 and 300 days, respectively). A high positive correlation was 

observed between CTUP and gestational age (r = 0.923; P < 0.001). In mares with 

abnormal gestation, CTUP measurements were significantly (P < 0.0001) higher than in 

healthy gestations at day 270 (8.89 vs. 7.41 mm) and day 300 (14.17 vs. 10.45 mm). 

The age of the mare, fertilization time, type of semen and gestation length did not 

affect the CTUP. The results obtained suggest that the cut-off point for detecting 

abnormal pregnancies in Spanish Purebred mares is 7.75 mm on day 270 and 12.7 mm 

on day 300. The authors find that the incidence of placental thickness enlargement in 

the late gestation of Spanish Purebred is 14%, and a transrectal ultrasonographic 

examination is highly advisable at 270 days of gestation. Such timely placental 

assessment could reveal otherwise undetected disorders, thereby enabling early and 

proper treatments to be administered to prevent foetal loss. 

 

Finally, a retrospective study was carried out to determine reproductive efficiency of 

Spanish Purebred (SP) mare. It was evaluated the influence of age, reproductive status, 

insemination with cooled or frozen semen, number of inseminations per cycle, type of 

oestrus, type of ovulation, breeding season, year of breeding season, presence of 

uterine fluid, stallions and stallion age. Records inseminations of 122 SP mares for four 

consecutive breeding seasons (2012-2013, 2013-2014, 2014-2015, 2015-2016). A total 

of 359 cycles were studied. Mares were grouped according to age: young, middle-
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aged, ageing and very old and to reproductive status: maiden, barren, foaling and 

rested. Pregnancy rates were highest with cooled semen in the first cycle (P < 0.05), all 

cycles (P < 0.05), day 14 pregnancies per season (P < 0.001), mares per season              

(P < 0.001) and foaling rate (P < 0.001). Pregnancy and foaling rates were significantly 

influenced by the effect of age. Young and maiden mares had highest pregnancy rates.  

There were not significant differences (P > 0.5) in pregnancy rate in all cycles when 

number of inseminations per cycle, type oestrus, type of ovulation, breeding season, 

year of breeding season and stallion were analyzed. There were significant differences 

between normal mares (58.13%) and mares with uterine fluid accumulation (P <  0.05) 

before breeding (42.35%) or post-breeding (25.00%). SP mares could be considered 

like a very fertile horse breed. 
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