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RESUMEN

ESCORCIA ORTIZ PABLO. Efecto de distintos protocolos de inseminacion
artificial cervical con semen fresco sobre la fertilidad de la oveja Pelibuey. (Bajo la
direccion de: Dr. Javier de Jesus Valencia Méndez y MVZ M en C Antonio Roldan
Roldan).

El presente estudio fue realizado con el fin de comparar la fertilidad obtenida con
distintos protocolos de inseminacion artificial cervical con semen fresco en ovejas
Pelibuey. El estudio se realiz6 con 60 ovejas adultas de 3 a 7 afos de edad
distribuidas aleatoriamente en 3 grupos de 20 animales (N=60). Para la
sincronizacion del estro se les colocaron durante 11 dias esponjas intravaginales
(20 mg de FGA). Al retiro del dispositivo se les administré una dosis de 125 pg de
Cloprostenol ademas de 50 mL de glicerina diluida en agua, por via oral (9:1). Los
tres grupos experimentales se inseminaron via cervical con 0.15 mL de semen
fresco diluido en leche, conteniendo 200 millones de espermatozoides por dosis:
En el primer grupo las ovejas se inseminaron dos veces al dia (8 am y 2 pm),
durante todo el tiempo que estuvieron en estro (IA-TE). En el segundo grupo se
efectud doble inseminacion artificial a tiempo fijo (IA-Doble), con inseminaciones
entre 48-50 y 58-60 horas después del retiro de las esponjas. El tercer grupo se
insemind a tiempo fijo (IA-TF) una sola vez 55-56 horas después del retiro del
progestageno. Se obtuvieron porcentajes de concepcion de 90 (IA-TE); 75 (lA-
Doble) y 80% (IA-TF) y porcentajes de paricion de un 70 (IA-TF e IA-TE) y 65%
(IA-Doble), sin que existiera diferencia estadistica entre los grupos (P=0.459,
Chi - Cuadrada). Se concluye que no existe diferencia en la fertilidad de las ovejas
que son inseminadas con semen fresco una, dos o mas veces por via cervical
durante el estro. Una sola inseminacién cervical con semen fresco a tiempo fijo
después del retiro del progestageno permite obtener una alta fertilidad sin
necesidad de detectar celo.



INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) consiste en un conjunto de operaciones y técnicas
aplicadas por el hombre con el fin de conseguir la fertilizacion de la hembra sin la
intervencion directa del macho. Este proceso de fertilizacién se lleva a cabo por
una serie de interacciones entre el oocito y el espermatozoide, lo cual
desencadena la formacion de una nueva célula diploide llamada embrion o zigoto

(Evans y Maxwell, 1990; Senger, 2003).

En los ovinos, la IA comenzé a usarse en 1936 con resultados satisfactorios; sin
embargo, fue hasta 1965 cuando al desarrollarse los programas de sincronizacion
de estros se pudo implementar esta técnica a gran escala. En la actualidad se
calcula que en el mundo se inseminan entre 60 y 70 millones de ovejas por
distintas técnicas, obteniéndose diferentes porcentajes de fertilidad dependiendo
de muchos factores, entre los que se encuentra el sitio anatdmico donde se
deposita el semen (Balcazar y Alvarez, 2013) el nimero de aplicaciones y la
duraciéon del estro. La IA por via cervical con semen fresco es la técnica mas
econdmica y eficiente al utilizar semen fresco diluido, obteniéndose con ella
buenos resultados en fertilidad. Cuando se utiliza semen congelado el costo
aumenta y la fertilidad con inseminacion cervical disminuye, por lo que no se

justifica su uso (Balcazar y Alvarez, 2013).

Para facilitar la inseminacién artificial en un gran numero de animales en un

periodo corto, se aplican métodos de sincronizacion del ciclo estral con el objeto



de evitar la deteccion del estro y evitar el tiempo perdido realizando esta actividad.
Este manejo permite realizar la inseminacioén artificial a tiempo fijo, ya sea una
sola inseminacion a 55-56 horas después del retiro del progestageno (Evans et
al., 1987), o una doble inseminacion, la primera entre las 48-50 horas y la
segunda entre las 58-60 horas posteriores al retiro del progestageno (Evans et al.,
1984). Con estos métodos se han obtenido respectivamente porcentajes de
paricion del 58 y 67%, con inseminacién cervical, utilizando semen fresco en

ovejas de razas europeas (Maxwell, 1984).

Diversos autores mencionan que la doble inseminacion (DI) incrementa la
fertilidad, dependiendo del momento que se realicen las inseminaciones una vez
iniciado el estro. Sin embargo, si la primera inseminacion se realiza a la mitad del
estro, sera suficiente, sin requerir la segunda inseminacién (Salamon y Maxwell,
1995). Debido a esto, algunos autores han reportado que se puede obtener la
misma fertilidad con una sola inseminacién que con la doble inseminacion (Colas

et al., 1973).

En un trabajo previo, en el Centro de Ensenanza Practica e Investigacion en
Produccion y Salud Animal (CEPIPSA), se inseminaron 31 ovejas Pelibuey por via
cervical, cada 12 horas a partir del inicio del estro y hasta su finalizacion,
obteniéndose una fertilidad de 93.5% (Datos no publicados). Con este esquema y
dependiendo de la duracion del estro de cada animal, las ovejas fueron

inseminadas al menos dos veces (algunas hasta 5), por lo que la fertilidad con



este método es muy buena pero es necesario realizar un numero elevado de

inseminaciones.

Con base en la informacion anterior el objetivo del presente trabajo fue comparar
la fertilidad obtenida con diferentes protocolos de inseminacion cervical: dos
veces al dia a lo largo del estro, una sola inseminacién a tiempo fijo, o doble

inseminacion a tiempo fijo, utilizando semen fresco.



REVISION DE LITERATURA

Situacion actual del ovino Pelibuey en México

En el afio 2014 habian 8.6 millones de cabezas de ovinos en el territorio nacional,
de las cuales 23,500 cabezas fueron importadas. La producciéon anual de carne
para abasto fue alrededor de 58 mil toneladas y se produjeron 5 mil toneladas de
lana sucia, con un crecimiento anual de 1.6 y 0.7, respectivamente. Los estados
con mayor numero de cabezas son el Estado de México con 14.8% e Hidalgo, con
el 12.5% de la poblacion nacional. En cuanto a la venta, el precio de la carne
alcanzo los 52.02 pesos por kilo, sacrificandose un total de 2,915,534 animales,

con un peso promedio de 20 Kg (SIAP, 2014).

Respecto a la raza Pelibuey, se le encuentra en casi la totalidad de la Republica
Mexicana y se considera que constituye la mitad del rebafio nacional debido a que
por su baja estacionalidad y alta prolificidad, es utilizada en varios empadres al
afio como raza materna para el cruzamiento con razas mas pesadas. (Valencia y

Roldan, 2013)

Sincronizacion del ciclo estral

Dentro de los métodos que existen para regular y sincronizar el ciclo estral se
encuentran aquellos basados en progesterona y sus analogos, y los basados en
el uso de prostaglandinas. A continuacién se describe brevemente el principio de

cada uno de estos.



Progesterona y sus analogos

La progesterona y sus analogos sintéticos son hormonas esteroides que se
utilizan para simular la presencia de un cuerpo luteo natural, inhibiendo la
secrecion de LH por la adenohipdfisis, por lo que no se produce una nueva
ovulacion mientras los progestagenos sigan presentes en la circulacion (Hansel
and Convey, 1983), pero las ovulaciones se reanudan pocos dias después de
dejarse de administrar o de retirarse el progestageno. Los dispositivos
intravaginales impregnados con progestagenos se han usado a partir de los afos
sesentas para sincronizar el ciclo estral en ovejas (Robinson et al, 1970). Dentro
de los dispositivos mas utilizados esta el CIDR (Controlled Internal Drug Release)
que es un implante de silicon que contiene progesterona natural (0.3 g) que se va
liberando gradualmente, siendo absorbida hacia la circulacion por la mucosa
vaginal (Welch et al., 1984), provocando que dos horas después de la colocacién
del dispositivo ya existan concentraciones séricas de entre 1.9 a 5.5 ng/mL de
progesterona (Ainsworth and Downey, 1986; Hamra et al., 1986; Wheaton et al.,
1993). Otro sistema muy utilizado son las esponjas intravaginales impregnadas
con progestagenos sintéticos, como el acetato de fluorogestona (20 mg) o el
acetato de medroxiprogesterona (60 mg), progestagenos que también se
absorben hacia la circulacién para simular la presencia de un cuerpo luteo
productor de progesterona, obteniendo un efectos similar a un CIDR (Wildeus,
2000). El acetato de melengestrol es otro progestageno utilizado para el control
del ciclo estral al ser administrado por via oral mezclado en el alimento (0.25
mg/individuo/dia) (Gordon, 1975; Daniel et al., 2001). Tanto la progesterona

natural como los progestagenos sintéticos se administran por periodos de 12 a 14
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dias para permitir la regresion natural de cualquier cuerpo luteo presente al iniciar
su administracion, a pesar de lo cual la presencia del progestageno continua
simulando la presencia de un cuerpo luteo hasta el momento de ser retirado, con
aparicion del estro en promedio 48 horas después del retiro de la administracion

(Wildeus 2000; Abecia et al., 2012).

Prostaglandinas

Otra forma de sincronizar el estro es ocasionando la lutedlisis, al aplicar
prostaglandina PGF2a. La administracion exdégena de esta prostaglandina o
alguno de sus analogos sintéticos son un buen método para eliminar el cuerpo
luteo, lo que induce una fase folicular con una subsecuente ovulacion (McCracken
et al., 1972; Douglas and Ginther, 1973). Estas hormonas se aplican por via
intramuscular, y después de realizar su accion, el 99% es transformado en

metabolitos inactivos al pasar por el pulmén (Davis et al., 1980).

Para que las prostaglandinas naturales o sintéticas cumplan su funcién es
necesaria la presencia de un cuerpo luteo funcional con receptores también
funcionales, los cuales se presentan a partir del tercer dia del ciclo estral. Por esta
razon se recomienda administrarla a partir del quinto dia del ciclo estral (Rubianes
et al.,, 2003). Una opciéon cuando no se conoce el dia del ciclo en el que se
encuentra la oveja es realizar dos administraciones de PGF2a con 7 dias de
separacion entre ellas. (Wildeus, 2000; Rubianes et al., 2003; Abecia, et al.,
2012). El estro se presenta entre 46 a 48 horas después de la aplicacién de la

hormona mientras que el pico de LH ocurre a las 62 horas (Wildeus, 2000).
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En un protocolo combinado de progestagenos con prostaglandinas, el objetivo es
reducir a 6 dias el tiempo de insercion del dispositivo vaginal con el progestageno,
ya que asi no es necesario esperar la regresion natural de los cuerpos luteos.
Esperandose la presentacion del celo en un periodo menor, entre las 36 a 48
horas después del retiro del dispositivo y la aplicacion de la prostaglandina

(Wildeus, 2000; Abecia y Forcada, 2010; Abecia, et al., 2012).

Caracteristicas de la inseminacion artificial

Dentro de las técnicas de reproduccion asistida nos encontramos a la
inseminacion artificial. Para esto, el semen es obtenido mediante el uso de la
vagina artificial o por electroeyaculacion y es depositado en el aparato reproductor
de la hembra con ayuda de una pipeta (Colas et al., 1968). La inseminacién
artificial se puede realizar con semen fresco, refrigerado o congelado. A partir del
meétodo de conservacion del semen se determina el sitio mas adecuado para el
depodsito de la dosis de inseminacion: vaginal, cervical o directamente en el
cuerno uterino (Rival et al., 1984; Evans and Maxwell, 1990; Martinez et al.,

2009).

Algunos de los factores que afectan la efectividad de esta técnica son la edad de
la hembra, los procesos de dilucidn-conservacion del semen, la disposicion
anatomica del ceérvix, el momento y el numero de inseminaciones realizadas

(Halbert et al., 1990; Vallet et al., 1992; Parraguez et al., 2000). De estas, la



principal causa de variabilidad en la fertilidad es la anatomia del cérvix, ya que
constituye una barrera inicial para el ascenso de los espermatozoides, que limita
el numero de los que logran alcanzar el sitio de la fertilizacion (Lightfoot and

Salamon, 1970; Salamon and Maxwell, 1995).

El uso de semen fresco ofrece varias ventajas ya que permite una difusion masiva
y rapida de caracteristicas deseables de los reproductores con alto potencial
reproductivo y productivo, asi como usar carneros viejos o que por alguna lesion
no sean capaces de realizar una monta. También es util para inseminar ovejas
ubicadas en lugares distantes, para aumentar la relacion hembra-macho (1020:1)
(Maxwell, 1984) y para ayudar en el control de algunas enfermedades de

transmision sexual al evitar el contacto directo entre animales.

Para la técnica de inseminacion artificial cervical se procede a localizar el cérvix
con un vaginoscopio, a través del cual se introduce la pipeta de inseminacion,
cuya punta presenta un angulo de 30°, lo que permite pasar algunos de los anillos
del cérvix. Se recomienda, en la medida de lo posible, depositar el semen a una
profundidad de tres centimetros en el canal cervical, o lo mas cranealmente

posible, evitando danar la mucosa (Cordoba et al., 1989).

Ademas de la IA cervical, hay otros diferentes sitios de deposicion del semen,
como son la vagina o el interior del utero, para lo que se utilizan diferentes
técnicas. Para realizar una inseminacion vaginal se utiliza simplemente un pipeta

de inseminacion sin la necesidad de localizar el cérvix, ya que la dosis de
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inseminacién se deposita en la vagina anterior (Balcazar y Alvarez, 2013). Para
que esta técnica sea efectiva se requiere una dosis de 400 millones de

espermatozoides en un volumen de 0.25 a 0.50 mL (Evans and Maxwell, 1990).

Con el objeto de disminuir el numero de espermatozoides requeridos con semen
fresco, y para permitir el uso de semen congelado, Lightfoot and Salamon (1970),
desarrollaron la inseminacién artificial intrauterina llevada a cabo mediante la
exposicion quirurgica de los cuernos uterinos, lo que provocaba baja fertilidad
asociada al procedimiento. Encontraron un elevado porcentaje de concepcion
pero seguido por una elevada mortalidad embrionaria que atribuyeron a la cirugia.
Posteriormente, Killeen y Caffery en 1982, modificaron la técnica utilizando un
laparoscopio para evitar la cirugia. Con ésta técnica se logra una fertilidad
comparable a la obtenida con monta natural (Mier et al.,, 1995). También al
inseminar ovejas superovuladas se obtiene un numero similar de embriones al
comparar la monta natural con la inseminacién intrauterina asistida por
laparoscopia (Cerbdn et al., 1995). Esta técnica permite reducir el numero de
espermatozoides a 40 millones utilizando semen congelado (Maxwell 1984; Ritar

and Ball, 1993) y en un volumen de 0.05 a 0.10 mL (Evans and Maxwell, 1990).

La IA intrauterina debe realizarse lo mas cerca posible de la ovulacién sin llegar a
coincidir con ella (Scudamore et al., 1991; Maxwell et al., 1993). Para ello se
recomienda realizarla entre 55 y 63 horas después del retiro del progestageno,
depositando el semen lo mas cerca posible al sitio de fertilizacion (Cerbdn et al.,

1995; Mier et al., 1995). Para esta técnica se necesita un laparoscopio rigido de 5
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6 10 mm de diametro, conectado por fibra éptica a una fuente de luz fria. También
se requieren dos canulas/trocar, un manipulador de visceras, una pistola de
inseminacion, un insuflador y un aspic. Las hembras deben ser dietadas antes de
la laparoscopia, y se les debe administrar un tranquilizante, como xilazina en
dosis de 0.01 a 0.22 g/Kg de peso (Cerbon et al., 1995; Maerker, 1992) o
acepromacina en dosis de 20 mg por cada 50 Kg de peso administrado por via
endovenosa (Feini et al., 1992). Para producir una anestesia disociativa se usa
ketamina base por via endovenosa (2mg/Kg de peso) (Ehiling and Wirth, 2003).
Previamente es necesario rasurar y desinfectar la zona donde se introduciran los

trocares.

Para la laparoscopia se coloca a la oveja anestesiada en una camilla a 45° de
inclinacién con respecto a la horizontal. Se hace la primera incisién a 3 cm del
lado derecho de la linea media y a 10 cm adelante de la ubre. Se insufla para
localizar facilmente el utero, se procede a introducir el trocar, se deja la primera
canula para el telescopio y la segunda canula para el manipulador de visceras.
Una vez localizados los cuernos, con un aspic se punciona cada uno de los
cuernos, administrando media dosis de semen a cada uno. Con esta técnica se
consigue desde 59 a 80% de fertilidad (Balcazar y Alvarez, 2013). Como se
desprende de la descripcidn anterior, aun cuando con el manejo laparoscépico se
obtienen buenos porcentajes de fertilidad, para lograr esto se requiere de equipo
especializado, manejo de diversos farmacos y un manejo mas cuidadoso de los
animales (Cerbdn et al., 1995), ademas del tiempo requerido para realizar el

procedimiento en cada animal. Por esta razén la inseminacién laparoscopica
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solamente se recomienda para semen descongelado, ya que con este semen se
obtiene muy baja fertilidad cuando se utiliza la inseminaciéon vaginal o cervical

(Evans and Maxwell, 1990).

Momento de la inseminacion

En la oveja no existe un signo externo el cual permita conocer el momento exacto
de la ovulacién (Duran del Campo, 1980), por lo que es necesario programar el
momento de la inseminacion a partir del inicio de la conducta estral o a partir del
calendario de sincronizacion utilizado. Se ha establecido que en la mayoria de las
ovejas la ovulacion ocurre entre 25 y 30 horas después del inicio del estro, y se
sabe también que el semen debe estar presente en el aparato genital algunas
horas antes de la ovulacién con el objeto de que los espermatozoides puedan
capacitarse (Duran del Campo, 1980; Evans y Maxwell, 1990; Balcazar y Alvarez,
2013). Por ello se considera que, en términos generales, la IA se debe llevar a
cabo entre 12 y 18 horas después de iniciado el estro natural (Evans y Maxwell,
1990), y en hembras con celo sincronizado entre 8 y 14 horas después de
detectado el estro, con el fin de inseminar en un momento mas cercano a la
ovulacion (Rival et al., 1984; Balcazar y Alvarez, 2013). Cuando no se quiere o no
se puede realizar una deteccién frecuente de signos de estro se recomienda en
forma practica inseminar entre 55 y 56 horas después del retiro del progestageno
(Evans et al., 1987), tomando en cuenta que en promedio transcurren 48 horas

entre dicho retiro y el inicio del estro.
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Procesamiento del semen

Para el uso de la IA se puede utilizar semen en diferentes tipos de conservacion,
ya sea fresco, refrigerado o congelado. En todos los casos se colecta al macho
con vagina artificial o por electroeyaculacion (Colas et al., 1968). Cuando se utiliza
semen fresco, ya sea diluido o sin diluir, este se mantiene a 30 °C, hasta el
momento de la inseminacion, que debe realizarse casi de inmediato. EI semen
fresco se puede utilizar con efectividad para inseminacion cervical, ofreciendo

porcentajes de fertilidad del 67 (Maxwell, 1984).

Una forma de conservar el semen es diluirlo en tris-fructosa-yema de huevo y
mantenerlo refrigerado a 5°C hasta por 4 dias para IA intrauterina (Maxwell,
1984), o por 24 horas para |IA cervical (Salamon et al., 1979). Este método de
conservacion permite movilizar el semen a otros sitios sin necesidad de

congelarlo (Evans and Maxwell, 1990).

El método mas duradero de conservacion del semen es la congelacién. Un
procedimiento para congelar semen, desarrollado por Salamon y Visser (1972).
Este consiste en diluir el semen fresco en un medio a base de Tris, agregando
glicerol como agente crioprotector. La dilucion se enfria lentamente a 5°C, a una
velocidad de -0.2 a -0.4°C/minuto (Evans and Maxwell, 1990), seguido de un
periodo de equilibrio que dura entre 1.5 a 2 horas. Posteriormente se induce el
congelamiento mediante la exposicidon de las pajillas a vapores de nitrégeno
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liguido de manera manual o automatizada. Para ello, las pajillas y el nitrégeno
liquido son colocados dentro de una caja aislante, colocando las pajillas en
gradillas a 3 0 4 cm del nivel del nitrogeno liquido. Al exponerlos de esta manera a
los vapores del nitrogeno (-802 a -100°C), se regula la velocidad de congelacion,
que debe oscilar entre 10 a 100°C/minuto, permaneciendo asi durante un periodo
de 10 a 20 minutos. Finalmente, las pajillas son almacenadas en nitrégeno liquido
a -196°C (Evans and Maxwell, 1990). Con este método de conservaciéon se
mantiene la fertilidad del semen sin variaciones por al menos 5 afios (Salamon
and Visser, 1974). A pesar de la ventaja de su larga durabilidad, como ya se
menciono, el semen congelado tiene la desventaja de requerir de la inseminacion

intrauterina para lograr fertilidad aceptable (Maxwell, 1984).

Sobrealimentacion (Flushing)

En la actualidad la produccion animal a gran escala requiere satisfacer las
exigencias de los consumidores, generando productos de alta calidad con
sistemas socialmente aceptables y econdmicamente accesibles. Los programas
de suplementacion estratégica para mejorar la eficiencia reproductiva de los
ovinos pueden ayudar a lograr este objetivo (Sacaramuzzi et al., 2006). Estos
efectos nutricionales se puede presentar de 3 formas: 1- El efecto agudo de una
suplementaciéon a muy corto plazo que no llega a ocasionar cambios de peso
“efecto nutricional agudo” (Stewart and Oldham, 1986; Letelier et al., 2008); 2- El

efecto dinamico de una suplementaciéon a mediano plazo que esta asociada con
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un incremento en el peso corporal; y 3- El estatico, asociado con un elevado peso

corporal debido a una buena alimentacioén a largo plazo (Scaramuzzi et al., 2006).

Una de las tecnologias reproductivas mas antiguas, utilizadas para mejorar el
manejo y su eficiencia en produccion de crias en ovejas y en cabras es la
Flushing (Scaramuzzi and Martin, 2008; Martin, 2009), que consiste en una fuerte
suplementacion energética a corto plazo para aumentar los porcentajes de
ovulacion. El primer reporte cientifico conocido del flushing se da en 1899, cuando
se describe que ovejas que son mas pesadas o0 con un alto consumo nutricional
tienen una alta probabilidad de tener partos gemelares debido a un aumento en la
tasa de ovulacion (Heape, 1899; Coop, 1962; Morley et al., 1978). Desde hace
tiempo se conoce que una suplementacion energética ofrecida durante 4 a 9 dias
antes del servicio aumenta la tasa de ovulacion (Stewart and Oldham, 1986;

Letelier et al., 2008).

Downing y Scaramuzzi (1997) demostraron bajo condiciones experimentales, que
las hembras en estado de hipoglucemia se inhibe la frecuencia de secrecion
pulsatii de LH y que un gasto energético importante como resultado de la
lactacion, retraso la ovulacidon o impidié que esta se llevara a cabo (Rhodes et al.,
1995). La suplementacién energética a corto plazo puede estimular la
foliculogénesis (Webb et al., 2004; Scaramuzzi et al., 2006), incrementando la
fertilidad debido a influencias nutricionales especificas sobre el propio foliculo

(Knight et al., 1975; Wang et al., 2004; Gaskins et al., 2005).
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Existe una variante en la técnica, conocida como “flushing ultracorto”; que
consiste en una sola administracion de una sustancia glucogénica al momento de
inducir la lutedlisis o al retirar un tratamiento con progestagenos. Con este método
se ha logrado incrementar la tasa de ovulacion, logrando que en el 89% de las
ovejas se presente mas de una ovulacién, y que un 17.5% presente tres o mas
ovulaciones (Martinez, 2004; Gutiérrez et al., 2011). Las sustancias comunmente
utilizadas como aditivos energéticos en la alimentacion de pequefios rumiantes,
por sus propiedades glucogénicas y anti-cetogénicas, son el glicerol y el
propilenglicol (Rémond et al., 1993; Kristensen and Raun, 2007). Si se realiza
durante la lutedlisis, el efecto agudo del “flushing ultracorto”, abre una ventana de
12 horas para la seleccién de foliculos, ya que provoca un aumento transitorio de
glucosa que logra estimular la seleccion de mas de un foliculo. Para que este
estimulo sea efectivo su duracion debe durar al menos 10 horas, sin exceder las

24 (Gutiérrez et al., 2011).

Los resultados del estudio de Gutiérrez (2011) y de uno anterior (Vifioles et al.,
2005) sugieren que la seleccion y el desarrollo de los foliculos esta asociado con
un aumento en las concentraciones de glucosa, insulina y leptina. La glucosa y las
hormonas metabdlicas actuan directamente a nivel de ovario para regular la
esteroidogénesis (Poretsky et al., 1999; Williams et al., 2001; Mufoz-Gutiérrez et
al., 2004), lo que sugiere que el efecto de un “flushing ultracorto” no esta actuando
a través de la regulacion de la esteroidogénesis, sino que probablemente lo hace
al estimular la captacion de glucosa por los foliculos (Mufioz-Gutiérrez et al.,

2004).
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Una gran ventaja del flushing ultracorto para aumentar la tasa de ovulacién es que
cumple con los principios de una produccién limpia, verde y ética para que en los
sistemas comerciales y para que no dependan del uso de hormonas exdgenas

(Martin et al., 2009).
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HIPOTESIS

Cuando se insemina por via cervical con semen fresco a ovejas Pelibuey la
fertiidad aumenta cuando se hacen al menos dos inseminaciones durante todo el
estro detectado, en comparaciéon con la aplicacion de una o dos inseminaciones a

tiempo fijo.

OBJETIVOS

e Comparar la fertilidad obtenida con los 3 distintos protocolos de

inseminacion artificial cervical con semen fresco.

e Determinar el esquema de inseminacion artificial cervical con semen fresco

con el que se obtiene mayor porcentaje de fertilidad.

¢ |dentificar si en la inseminacion a tiempo fijo el momento del inicio del estro

tiene algun efecto negativo sobre la fertilidad.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacion

El estudio se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en
Produccién y Salud Animal, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) ubicado en el
km 28.5 de la carretera federal México-Cuernavaca, delegacion Tlalpan, México,
D.F., latitud 19° 13’ N y longitud 99° 8’ O, con una altura de 2,760 metros sobre
el nivel del mar. La region tiene un clima semifrio-semihiumedo con lluvias en
verano, con una precipitacion pluvial de 800 a 1,200 milimetros anuales y

temperatura promedio de 19° C (Garcia, 1988).

Diseno
El trabajo se realizé durante la segunda quincena de junio y el mes de julio, época

de plena actividad reproductiva en la oveja Pelibuey en México (Valencia et al.,

1981).

Se utilizaron 60 ovejas Pelibuey adultas de 3 a 7 afios de edad y tres machos
Pelibuey adultos, uno de ellos utilizado para recelar a las hembras y los otros dos
machos, de aproximadamente dos afos de edad, se utilizaron para la coleccion
del semen. Las ovejas fueron distribuidas de manera aleatoria en 3 grupos de 20
ovejas cada uno (n=20), las cuales fueron sujetas a diferentes protocolos de
inseminacion como se describe mas adelante. Las ovejas de todos los grupos

fueron sincronizadas mediante el siguiente protocolo: durante once dias se les

19



colocaron esponjas intravaginales con 20 mg de acetato de fluorogestona (FGA,
cronolone), un analogo sintético de la progesterona (Wildeus, 2000; Abecia et al.,
2012). Al retiro de las esponjas se les administré una dosis de 0.5 mL (125 ug) de
Cloprostenol, un analogo sintético de prostaglandina F2a. Al mismo tiempo, a las
ovejas de los tres grupos se les administro por via oral 50 mL de glicerina diluida
en agua (9:1). Las ovejas se fueron sincronizando en subgrupos para que la
concentracion espermatica de los machos no se viera disminuida por una
frecuencia excesiva de coleccién de semen durante el desarrollo del experimento

(Chang, 1945; Cameron et al., 1984).

Las ovejas de los tres grupos experimentales se inseminaron por via cervical con
semen fresco colectado con vagina artificial (Colas et al., 1968) y diluido con leche
descremada ultrapasteurizada, de forma que se obtuviese una concentracién de
al menos 200 millones de espermatozoides en 0.15 mL de semen diluido

(Salamon, 1962).

El protocolo de inseminacion de cada grupo se describe a continuacion: En el
primer grupo (IA-TE) se realizaron dos inseminaciones por dia (8 am y 2 pm) a
partir de la primera deteccion del estro y durante todo el tiempo que la oveja se
mantuvo en estro. En el segundo grupo se efectué doble inseminacion artificial a
tiempo fijo (IA-Doble), la primera inseminacion se realizé entre 48 y 50 horas y la
segunda entre 58 y 60 horas, después del retiro de las esponjas vaginales (Evans
et al., 1984). El tercer grupo se insemin6 a tiempo fijo (IA-TF), 55 a 56 horas

después del retiro del progestageno (Evans et al., 1987). Para detectar el estro se
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recelé durante 15 minutos a las hembras de cada corral, 3 veces al dia (7 am,
1 pm y 7 pm), utilizando para ello un macho celador con mandil. A pesar que en
dos de los grupos las inseminaciones se realizaron a tiempo fijo en relacion al
retiro del progestageno, en dichos grupos también se detectaron estros con el
objeto de determinar el momento de inicio, momento de terminacion y duracion

del estro. En la Figura 1 se indica el manejo realizado a cada grupo.

Junio Julio
17 2829 2 |nseminacion 15 18 Grupo 1a
I ! R IA-TE
R n=12
20 1 3 Inseminacién 18 21 Grupo 2a
: | | ct0em IA-Doble
| L] = n=10
21 2 4
i 1] o 19 22 Grupo 3a
f Inseminacion IA-TF
i I ' 3pm-apm | 10
n:
23 45 8 Inseminacion 21 24 Grupo 1b
l 1Ll sam IA-TE
I I EJ 2 pm i n=8
26 7 9 Inseminacion 26 29 G 2b
I I | si10am | | AnE)pct))l
| I 6-8 pm '18 e
n=
27 8 10 27 30 Grupo:3b
I l | Inseminacion ] IA-TE
i I 3pm-4pm ' o
s i i 3 ¢ Recelo para
Aplicacion de Retlr.o-de es.;fonjas més la Recelo e di ) p
esponjas administracion de Inseminacion ienestD
B prostaglandinas y glicerina de gestacion
8 am 8am

Nota: Los nimeros arriba de las lineas indican el dia del mes.

Figura 1. Calendario de actividades.
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El diagndstico de gestacién se realizé en primera instancia por no retorno al estro
a los 17 dias después del inicio del estro, posteriormente se confirmé por
ultrasonografia modo B, via transrectal al dia 35 de la ultima inseminacion, el cual
ofrece un nivel de confianza bastante elevado, entre 95 a 100% a partir del dia 25,
permitiendo observar la presencia de placentomas o del feto (Abecia y Forcada,

2010; Galina y Valencia, 2010), y finalmente por porcentaje de paricién.

El semen de los machos se evalud previo a la fase experimental para comprobar
la viabilidad de los espermatozoides, asi como para revisar las concentraciones
espermaticas y calcular el numero de dosis de inseminacion, con el método
descrito por Evans y Maxwell (1990), ver anexo cuadro 6a y 6b. Para todos los
grupos se colecté a los dos carneros y se combind el semen de ambos para
realizar las inseminaciones (semen mezclado) y evitar diferencias en fertilidad

debido al efecto de cada carnero.
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Analisis estadistico

El porcentaje de concepcion (numero de hembras diagnosticadas con gestacion
positiva al dia 35, entre el numero de hembras expuestas a la inseminacion;
Casino et al., 2009) y el porcentaje de paricién o fertilidad (hembras paridas con
relacion a las hembras expuestas a la inseminacion artificial; Bonilla et al., 1993;
Casino et al.,, 2009) se compar6é entre grupos mediante Chi-cuadrada. Para
analizar el Intervalo entre el retiro del progestageno y el inicio del celo, la duracién
del estro y la mortalidad embrionaria, se realizdé andlisis de varianza (ANOVA)
seguida de una prueba de Tukey para comparaciones multiples, utilizando el
programa estadistico SAS/STAT Versiéon 8.2 (SAS, 2014). La mortalidad
embrionaria se determin6 tomando el porcentaje de concepcidn, al cual se le resto

el porcentaje de paricion.

23



RESULTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de fertilidad y numero de
inseminaciones por oveja obtenidos en cada grupo experimental y en total. Las
diferencias en fertilidad entre los grupos no son significativas (P=0.452). Las
hembras del grupo IA-TE recibieron en promedio 3.5 inseminaciones, aunque
hubo hembras que recibieron desde 2 hasta 5 inseminaciones, dependiendo de la

duracion del estro de cada una.

Cuadro 1

Porcentaje de fertilidad obtenida en cada grupo y en total

Grupo Experimental IA-TE IA-Doble IA-TF General

Numero de Hembras 20 20 20 60

Ovejas diagnosticadas

gestantes por ultrasonido 18 15 16 49
(dia 35)
Total de partos 14** 13 14 41

Numero promedio de

e . 3.5 2 1 2.167
Inseminaciones por oveja

Concepcion al dia 35 (%)

. A 90°+6.88 75%+9.93 80%+9.18 81.67+5
Promedio + ee

Porcentaje de paricion 7424 105  65°£109 70°:105 68.33 £6.1
Promedio + ee

a. Literales iguales dentro de la misma fila indican que no hay diferencias significativas
(P<0.05)

*Error estandar

**Debieron llegar 15 a término, pero una hembra gestante fallecié.
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Como puede observarse en la Figura 2, la mayoria de las ovejas del grupo IA-TE
fueron inseminadas 3 6 4 veces y casi todas las ovejas del grupo quedaron
gestantes sin importar el numero de inseminaciones recibidas. En la Figura 3 se

muestra la fertilidad y pérdida de la gestacion en hembras del grupo IA-TE.
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Figura 2.- Diagnodstico de gestacion por ultrasonografia al dia 35 con
relacion al numero de Inseminaciones en el grupo IA-TE
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Figura 3.- Fertilidad y pérdida de la gestacion con relaciéon al numero de
inseminaciones en el grupo IA-TE.
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En el Cuadro 2 se muestran los intervalos promedio entre la remocién de la
esponja intravaginal y el inicio del estro en cada grupo, asi como la duracién
promedio del estro. La primera hembra con signos de estro los presenté a las 30
horas después del retiro del progestageno y los casos que mas se retrasaron en
presentarlo fue a las 60 horas (anexo, Figura 7). Se encontré diferencia
estadistica significativa en el intervalo al inicio del estro (P=0.013) al comparar los
grupos de IA-TE e IA-Doble con el grupo IA-TF. La duracién minima del estro fue
de 12 horas y la maxima fue de 60 horas (anexo, Figura 8), sin que existiera
diferencia entre los promedios de los grupos en la duracién del estro (P=0.1694).
El comportamiento individual en cuanto inicio del estro después del retiro del

progestageno y duracion del estro se pueden observar en el anexo Figura 9.

Cuadro 2

Promedio y error estandar del tiempo de inicio y duracién del estro (horas)

de acuerdo al tratamiento y en total

Grupo IA-TE IA-Doble IA-TF General

Intervalo entre el retiro
del progestagenoy el 49.1°+1.26 49.6%+0.71 43.15°+1.76 47.28 +0.838
inicio del estro

Duracion del Estro  30.6°+1.84 28.5%+1.89 33.9°+227 31%1.177

a, b. Literales diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05)
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En cuanto a la mortalidad embrionaria (ME) se tuvo un porcentaje general de
16.33%; el grupo donde se obtuvo el mayor porcentaje fue IA-TE, sin embargo, no

existio diferencia estadistica entre grupos, véase Cuadro 3.

Cuadro 3

Promedio y error estandar de la mortalidad embrionaria por grupo y

en total
Grupo IA-TE IA-Doble IA-TF General
Urasondo (4a 36 18 15 16 4
Gestacion a término 14** 13 14 41
ME % 16.66° 13.33% 12.50° 16.33
Promedio + ee* +0.095 +0.091 +0.085 +0.051

a, b. Literales diferentes dentro de la fila indican diferencias significativas (P<0.05)

*Debieron llegar 15 a término, pero una hembra gestante fallecié.

La duracion de la gestacion se puede observar en el Cuadro 4. La gestacion

individual mas corta fue de 145 dias y la mas larga de 153 dias.

Cuadro 4

Duracion de la gestacion (dias) por grupo y en total

Grupo IA-TE IA-Doble IA-TF General
Promedio 147.93 149 148.62 148.5
Minima 146 145 146 145
Maxima 150 152 153 153
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En el Cuadro 5 se muestra el numero de partos simples y multiples asi como la
prolificidad promedio para cada grupo y en general. Las diferencias en prolificidad

entre grupos no fueron significativas (p<0.05)

Cuadro 5

Tipo de parto y numero de corderos nacidos por grupo y en total

Grupo IA-TE IA-Doble IA-TF General
Sencillo 6 5 6 17
Doble 3 6 8 17
Triple 4 2 0 6
Cuadruple 1 0 0 1
Total de Partos 14 13 14 41
Corderos nacidos 28 23 22 73
Prolificidad 2.00° 1.77° 1.57° 1.78°

a, b. Literales diferentes dentro de la misma fila indican diferencias significativas
(P<0.05)

En las figuras 4, 5 y 6 se muestra de manera individual el momento de la IA
dependiendo si es a tiempo fijo (IA-TF, IA-Doble) o con estro detectado (IA-TE),
se muestran las variaciones en el inicio del estro y su concordancia con el

momento recomendado para la |IA en los grupos experimentales.
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Figura 4.- Momento de la inseminacién para cada individuo en el grupo
IA-TF.
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Figura 5.- Momento de ambas inseminaciones para cada individuo en el
grupo lIA-Doble.
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Figura 6.- Momento de las inseminaciones para cada individuo en el grupo
IA-TE.
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DISCUSION

El presente trabajo se disefié con el fin de determinar si un mayor numero de
inseminaciones aumenta la fertilidad de forma tal que se justifique un mayor
manejo de los animales. Los resultados muestran que no hubo diferencia
estadistica en la fertilidad de los tres grupos, por lo que se tienen resultados
similares al inseminar una sola vez o hasta cinco veces. Esto coincide con lo
reportado por Salamon y Maxwell (1995), quienes mencionan que si la primera IA
se realiza a la mitad del estro no vale la pena repetirla. Lo anterior indica que una
inseminacioén cervical con semen fresco a tiempo fijo es suficiente para alcanzar
una alta fertilidad si dicha inseminacion se programa en el momento adecuado.
Este método ademas nos ofrece la ventaja de evitar la deteccion de calores lo que

implica mayor trabajo y manejo de los animales.

En este estudio, como se puede notar en el Cuadro 1, el grupo |A-Doble obtuvo el
menor porcentaje de paricion (65%), esto concuerda con el 66.7% encontrado por
Salamon et al. (1979) con doble inseminacién. En el grupo IA-TF se obtuvo un
70% de porcentaje de paricidén, el cual supera lo obtenido por otros autores
(67.7%) con una sola inseminacién por via cervical utilizando semen fresco
(Maxwell, 1984). De igual manera el grupo IA-TE supera a lo reportado en los dos

protocolos de inseminacién, obteniéndose un 70% de porcentaje de paricion.
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Al comparar el porcentaje de concepcién y el porcentaje de paricién (Cuadro 1),
éste ultimo presenta valores inferiores a los obtenidos en el porcentaje de
concepcion, similar a lo reportado por Casino et al. (2009) para ovejas de pelo,
utilizando monta natural, quienes hicieron un comparativo entre la melaza y el
aceite de maiz como fuente de acidos grasos poliinsaturados; obteniendo por
ultrasonografia 90 y 93% de concepcion al dia 35, disminuyendo a un 74.5 y

84.7% el porcentaje de paricion, respectivamente.

Aunque en otros trabajos se ha mencionado que el estro se presenta entre 24 y
48 horas después del retiro del dispositivo intravaginal de progestageno, mas la
administracién de PGF2a al retiro del dispositivo (Wildeus. 2000), en el presente
trabajo este intervalo fue un poco mayor. Ya que la oveja que mas rapidamente
presentd estro lo hizo a las 30 horas, mientras que las ovejas que mas se
retrasaron en presentarlo lo hicieron a las 60 horas, con un promedio general para
esta variable de 47.3 horas (cuadro 2), sin que aparentemente esto haya afectado
la fertilidad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rodriguez et al.
(2009), quienes encontraron que en la raza Pelibuey el estro se presenta

aproximadamente 47 horas después del retiro del dispositivo.

Dentro de los grupos de IA a tiempo fijo, se esperaba que en el grupo IA-Doble se
obtuviera la mayor fertilidad, como han informado otros autores (Salamon et al.,
1979). Sin embargo, en este grupo se obtuvo 65% de porcentaje de paricion

(similar a la fertilidad de los otros grupos). Cabe destacar que en algunas ovejas
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de este grupo se retrasé el inicio del estro, lo que ocasioné que la primera
inseminacion en algunas de las hembras se llevara a cabo antes de que entraran
en celo, como se puede ver en la Figura 5. Este retraso después de utilizar un
tratamiento con FGA vy prostaglandinas, ha sido descrito como resultado de la
amplia variabilidad en los intervalos entre la lutedlisis y el comienzo del estro o el

pico de LH (Freitas et al., 1997).

En cuanto al momento en que se realiza la inseminacion, se recomienda que en
hembras con estro sincronizado se insemine dentro de un rango de 8 a 14 horas
después de iniciado el estro (Rival et al., 1984; Balcazar y Alvarez, 2013), esto
con el fin de inseminar en un momento mas cercano a la ovulacién. En este caso
para el grupo IA-TF ninguna IA se realizé dentro del rango recomendado (Figura
4), mientras que para el grupo IA-TE solo en cuatro individuos coincidié este
rango (Figura 6), tomando en cuenta que obtuvieron un porcentaje de fertilidad de
70. Por el contrario, en el grupo IA-Doble aun con el retraso antes mencionado, la
segunda |IA se realiz6 dentro del rango recomendado en la mayoria de los
individuos (13) de este grupo (Figura 5), sin embargo esto no tuvo un efecto que

incrementara el porcentaje de fertilidad.

Para eliminar el efecto del carnero sobre la fertilidad, en este estudio se decidi6
mezclar el semen de los dos machos. Dado que los resultados en fertilidad en
todos los grupos fueron similares o superaron lo reportado, surge la pregunta de

si al realizar una mezcla con el semen de diferentes machos se crea sinergia, es
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decir, si esto aumenta la fertilidad. Al respecto, existen pocos datos sobre la
heterospermia en bovinos y porcinos, por lo que habria que determinar en

trabajos futuros si en ovinos esta asuncién es correcta.

En el presente trabajo se decidié utilizar el “flushing ultracorto” ya que se sabe
que incrementa la tasa de ovulacion (Gutiérrez et al., 2011), ademas que ya se ha
utilizado en la inseminacién artificial a tiempo fijo (Leboeuf et al., 1998). Este
puede ser un método para aumentar la prolificidad evitando el uso de hormonas
como la eCG, de la cual se sabe que aumenta la tasa de ovulacion, sin embargo
cuando es usada repetidamente en las mismas hembras su eficiencia se ve
disminuida, debido al desarrollo de anticuerpos (IgG) contra la eCG por tratarse
de una hormona de una especie distinta (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999a;
Roy et al., 1999b). En estos individuos, después de un segundo o posterior
tratamiento con eCG se eleva la cantidad de estos anticuerpos en plasma (Roy et
al., 1999b), lo que tiene un efecto negativo sobre la maduracion final de los
foliculos y su ovulacién, sobre todo en los casos en los que se utiliza la IA a

tiempo fijo ya que se retrasa el inicio del estro y, por lo mismo, la ovulacion.

Langford et al. (1983) reportan que la fertilidad varia dependiendo de la época del
afio y del numero de inseminaciones a tiempo fijo, utilizando eCG (500 Ul),
obteniendo en el mes de junio 52% de fertilidad con una sola inseminacion y 70%
con doble inseminacién, mientras que en el mes de octubre bajo el mismo

tratamiento, reportan 69 y 80%, respectivamente. Comparando estos datos con
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los obtenidos en el presente estudio, los grupos IA-TF e IA-TE (70% para
ambos), superan a lo obtenido con una sola inseminacién a tiempo fijo y son
similares a la doble inseminacion del mes de junio. Para el mes de octubre los
resultados son similares solo con una inseminacién a tiempo fijo; es importante
destacar que en el presente trabajo se hizo uso del “flushing ultracorto” en lugar
de la aplicacion de eCG. Lo anterior sugiere que la utilizacién de este método
pudiera suplir el uso de la eCG, evitando asi sus efectos secundarios, por lo que

tendrian que realizarse estudios adicionales para comprobar esta teoria.

La prolificidad encontrada en este trabajo varioé entre 1.57 y 2 corderos por parto.
Aun con el uso del flushing ultracorto, este parametro fue inferior a lo reportado
por Langford et al. (1983), quienes con el uso de eCG (500 Ul) obtuvieron una

prolificidad de 2 a 2.1 corderos por parto.

La mortalidad embrionaria (ME) varié entre 12.5 y 16.6%, sin que existieran
diferencias entre grupos. Otros investigadores han encontrado una mortalidad
mayor (22 y 44%, con y sin el uso de eCG, respectivamente; Langford et al.,
1983), lo cual, indica que no hubo efecto sobre la ME que pudiera adjudicarse al

numero de inseminaciones o al uso del “flushing ultracorto”.

La inseminacioén cervical con semen fresco ofrece muchas ventajas, ya que es
sencilla y requiere de un equipo minimo; sin embargo, también tiene algunas

limitantes, ya que se requiere de 200 millones de espermatozoides por
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inseminacion (Evans and Maxwell, 1990). En el presente estudio, el numero de
dosis que fue posible obtener a partir de cada eyaculado vari6 entre 8 y 22. Esto
permite aumentar la relacion macho/hembras, manteniendo un porcentaje de
fertilidad similar al obtenido con monta natural (80%; Menchaca and Rubianes,

2004) sin el uso de equipo sofisticado o manejo excesivo de las hembras.
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CONCLUSION

Se concluye que no existe diferencia en la fertilidad de las ovejas que son
inseminadas con semen fresco una, dos 0 mas veces, por via cervical durante el

estro.

Una sola inseminacion a tiempo fijo permite obtener una alta fertilidad sin

necesidad de detectar celo.

Un mayor manejo que implica inseminar dos o mas veces no aumenta ni

disminuye la mortalidad embrionaria.
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ANEXO

Cuadro 6a

Primera evaluacion androlégica, previa al experimento

Macho 1 Macho 2

7:00 am 1:30 pm 7:00 am 1:30 pm

M. Progresivo (%) 85 95 90 90

M. Individual (%) 90 95 90 90
Rapidez 4 3 5 4
Volumen (mL) 0.7 0.5 0.9 1
Anormales / muertos (%) 5 5 7 10

Espermatozoides viables

3,486 3,790 5,520 2,520
por mililitro (x 10°)
Total de espermatozoides
2,440 2,653 4 570 2,520
por eyaculado (x 10°)
Dosis de inseminacion a
12 13 18 12
200 millones
blanco blanco blanco blanco
Color
nacarado nacarado lechoso lechoso

47



Cuadro 6b

Segunda evaluacién androlégica, durante el curso del experimento

Macho 1 Macho2
7:00 am 1:30 pm 7:00 am 1:30 pm
M. Progresivo (%) 95 95 95 90
M. Individual (%) 95 90 95 95
Rapidez 4 5 5 5
Volumen (mL) 1.1 1 1.5 0.9
Anormales / muertos (%) 10 5 12 10
Espermatozoides viables
4,050 3,021 1,795 1,854
por (mL)
Total de espermatozoides
4,455 3,021 2,692 1,668
por eyaculado (x 10°)
Dosis de inseminacién a
22 15 13 8
200 millones
blanco blanco blanco blanco
Color
cremoso cremoso lechoso lechoso
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