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RESUMEN

La transferencia de embriones permite incrementar el potencial reproductivo de
las hembras de alto valor genético mediante un mayor aprovechamiento de la gran
reserva de ovocitos que se encuentran en el ovario. El presente trabajo se realiz6 en el
laboratorio de reproduccion y centro de explotacion ovina del |Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de Baja
California. El objetivo es evaluar la técnica de transferencia de embriones in vivo por
mini laparotomia, para la produccion de embriones de ovino a partir de hembras
donadoras super ovuladas. Las hembras receptoras y donadoras de embriones fueron
sincronizadas utilizando esponjas intravaginales comerciales conteniendo 40 mg de
acetato de flurogestona y las donadoras fueron sometidas a dosis decreciente de
hormona foliculo estimulante porcino (FSHp), se realizé laparotomia para la
transferencia de embriones a las receptoras. Los tratamientos consistieron en dos
diferentes tiempos de retiro de las esponjas: T1 8 dias, T2 10 dias; dos diferentes dosis
de (FSHp) 220mg y 280mg. Después de realizar el lavado uterino por laparotomia se
colecté el fluido empleando en el lavado una sonda Foley y cajas de Petri para la
recoleccion del liquido y posterior observacién al estereoscopio, se discriminaron los
embriones calidad 1 y 2 de los ovocitos no fertilizados y los blastocitos en eclosion. El
objetivo del presente trabajo fue estandarizar la produccién de embriones de acuerdo
con el tiempo de retiro de la esponja de sincronizacion y al mismo tiempo la dosis de

(FSHp); asi como la calidad de los embriones para su posterior transferencia.

Palabras clave: Sincronizacion, Superovulacion, Transferencia, Ovinos.



SUMMARY

The transfer of embryos allows to increase the reproductive potential of the
females of high genetic value through a greater use of the large reserve of oocytes that
are found in the ovary. The present work was carried out in the breeding laboratory and
ovine exploitation center of the Veterinary Sciences Research Institute of the
Autonomous University of Baja California. The objective is to develop the technique of
embryo transfer in vivo by mini laparotomy, for the production of ovine embryos from
super ovulated donor females. The females receiving and donating embryos were
synchronized using commercial intravaginal sponges containing 40 mg. of flurogestone
acetate and the donors were submitted to decreasing dose of (FSHp), laparotomy was
performed for the transfer of embryos to the recipients, using the following treatments,
two different times of removal of the sponges: T1 8 days, T2 10 days; Two different
doses of (FSHp) 220mg and 280mg. After performing the uterine lavage by laparotomy,
the fluid was collected using a foley probe and Petri dishes for the collection of the liquid
and subsequent observation to the stereoscope, quality 1 and 2 embryos from
unfertilized oocytes and blasts are discriminated. The objective of this trial was to
standardize the production of embryos according to the withdrawal time of the
synchronization sponge and at the same time the dose of (FSHp); as well as the quality

of the embryos for their subsequent transfer.

Keywords: Synchronization, Superovulation, Transfer, Sheep.



INTRODUCCION

Los sistemas de produccidn pecuaria en paises tropicales han incorporado
exitosamente a los ovinos de pelo, se estima que comprenden aproximadamente el 10
% de la poblacion de ovejas del mundo originalmente se localizaron principalmente en

regiones tropicales de Africa, Sur América y el Caribe (Gonzalez et al., 2007).

Uno de los paises mas importantes con intensiva produccién de ovejas en Latino
Ameérica es México, donde, existen diferentes razas de ovejas, incluyendo ovejas de
pelo tales como el Pelibuey, Blackbelly, Katahdin, Saint Croix, Dorper y razas de lana
como el Dorset, Hampshire, Rambouillet, Romanov, Suffolk, Charollais, East Fresian y
Texel (AMCO, 2005).

Sin embargo, de entre todas destaca la raza Pelibuey, que compone del 90 al
95% del total de ovejas de pelo de la poblacién en México (Gonzalez et al., 2007). De
ahi que actualmente existe interés por su multiplicacibn mediante programas de
mejoramiento genético, mismo que incorpora técnicas de reproduccion asistida. De
entre ellas, se cuenta con la conservacion por enfriamiento a 5°C, conservacién por

congelamiento en nitrégeno liquido, asi como la vitrificacién (Jiménez y Vicente, 2004).

No cabe duda de que actualmente la TE es el método mas seguro en el aspecto
sanitario, para realizar la importacion de los diferentes biotipos de alta produccién
(Barrio et al., 2003). El incremento del comercio internacional de material genético
mediante la TE demuestra la importancia que tiene esta técnica como reaseguro
sanitario frente a las enfermedades exdéticas y como herramienta del mejoramiento para

la produccién animal (Gibbons y Cueto, 2010).

También es posible la obtencion de una mayor descendencia en animales de
gran valor genético, la prediccion de la fertilidad de los machos, el aprovechamiento de
las hembras en diferentes estadios reproductivos, animales muertos o con problemas
de fertilidad, asi como también la posibilidad de utilizacion en los programas de

recuperacion de especies en peligro de extincion (Rodriguez, 2001).



La recoleccion de cigotos y embriones a partir de hembras vivas, sUperovuladas,
es util y posible, pero estos suelen hallarse en diferentes estadios de desarrollo y los
costos de su practica son elevados (Tarin, 2005). El uso de ovarios recogidos en el
matadero como fuente de ovocitos para la PIV es util para el desarrollo y permite la

realizacion de las nuevas tecnologias antes mencionadas (Urdaneta, 2005).

En la actualidad, la crioconservacion de embriones de mamiferos ha llegado a
ser un procedimiento rutinario en biologia, ganaderia y medicina, pudiendo lograrse por
procedimientos de congelacion estandar y por vitrificacion. La principal diferencia que
tiene la vitrificacion con el método estandar es que en este Ultimo la concentracion de
crioprotectores es menor y el descenso de temperatura se realiza de manera controlada

mediante equipos programables (Ruiz y Correa, 2007).

A pesar de los beneficios practicos, ventajas econdmicas y buenos resultados
que se han obtenido experimentalmente, la vitrificacion no se ha utilizado masivamente

debido a la falta de estandarizacion de los protocolos (Celestino y Gatica, 2002).

En esta propuesta, se plantea el desarrollo de la produccion de embriones ovinos
y transferencia por mini laparotomia proxima al oviducto ya que, en técnicas
tradicionales de cria ovina, el numero de descendientes producidos por hembra y por
afo es de una o dos crias, por lo tanto, durante su vida reproductiva se logran obtener
entre 6 a 8 crias y la hembra se mandan a rastro desaprovechandose asi todo el

potencial de esta hembra de alto valor genético (Herrera et al., 2008).



REVISION DE LITERATURA

La transferencia de embriones (TE) permite incrementar el potencial reproductivo
de las hembras de alto valor genético mediante un mayor aprovechamiento de la gran
reserva de ovocitos que se encuentran en el ovario. La TE posibilita acortar el intervalo

generacional y en consecuencia incrementar el avance genético (Larocca et al., 1998).

A su vez, la inseminacion artificial y la TE en conjunto son excelentes
herramientas para el mejoramiento genético de hatos que se encuentren aislados. Las
tecnologias de reproduccion asistida como lo es la transferencia de embriones (TE),
han aumentado significativamente, ya que posibilita utilizar eficientemente a las

donantes y receptoras (Gonzalez., et al 2007).

Uno de los principales factores que limitan la eficiencia de la produccién de
embriones in vitro (PEIV), es la maduracién in vitro (MIV), ya que aun después de la
seleccion cuidadosa de una poblacion homogénea de complejos cumulo-ovocito
(COCS), solo poco mas de la tercera parte alcanzan la maduracion citoplasmica
completa y poseen la capacidad de producir blastocitos viables para su transferencia, lo
gue ocasiona que ésta técnica de reproduccion asistida sea menos eficiente,

comparada con la produccion de embriones in vivo (Robledo et al., 2009).

Probablemente debido a la incapacidad del medio de cultivo utilizado durante la
MIV para reproducir las complejas sefiales y comunicacion entre los ovocitos y las
células sométicas circundantes, que ocurren de manera natural dentro del foliculo
ovulatorio y cuerno uterino (Romar et al., 2001), afectando la tasa de fertilizacion in vitro

y su desarrollo embrionario (Cancino, 2005 y Ordofiez, 2005).

Antecedentes de la transferencia de embriones

Unas de las técnicas de reproduccion artificial que permiten el mejoramiento
genético de un hato, una alta produccién, asi como la creacién de bancos genéticos, es

sin duda la técnica de ovulacion mdultiple y la transferencia de embriones, en esta



técnica los embriones generados por hembras donadoras, son transferidos antes de la
implantacion a hembras receptoras en donde se desarrollara el embrién hasta termino
(Robledo et al., 2009).

Los programas de super ovulacion y transferencia de embriones (MOET) han
sido utilizados ampliamente en bovinos, pero en ovinos y caprinos se empieza a
ensayar el empleo de este programa y empieza a ser objetivo de investigacion posterior
a los estudios de inseminacion artificial, (Warwick y Berry, 1934) realizan trabajos
hechos en ovinos y en 1949 publican el primer articulo con excelentes resultados
(Gonzalez et al., 2007).

En los trabajos iniciales la técnica consistia en la sincronizacién y super
ovulacion de los animales donantes utilizando progesterona y PMSG (gonadotrofina
sérica de yegua prefiada) posteriormente las hembras donantes eran inseminadas
artificialmente o por monta directa, después de siete dias se colectaban los embriones
por medio de laparotomia y se transferian a hembras receptoras o eran congelados
(Gibbons y Cueto, 2010). Acorde con Cognie (1999) la FSH porcina se empezd a

utilizar en 1980 y afios después la FSH ovina,

La propuesta de uso de transferencia de embriones y la super ovulacién en los
programas de mejoramiento genético fue planteada en los afios 1979 y 1983
concibiéndola para emplearlo en hembras bovinas productoras de leche. A partir de
entonces se han hecho modificaciones de acuerdo con las especies. La técnica hace
posible aumentar la prolificidad, contribuyendo a mejorar el valor genético (Pliego,
2005).

Generalidades de la transferencia de embriones

La eleccion de las hembras donantes se realizard teniendo en cuenta su valor
genético y en base a los criterios apropiados de mejoramiento de las aptitudes
productivas para cada raza. Las condiciones generales de un buen estado reproductivo,

sanitario y nutricional son imprescindibles, tanto para las hembras donantes como para



las receptoras. Las hembras deben al menos haber tenido una cria, y se debe
considerar un minimo de 2 meses post parto antes de comenzar los tratamientos
hormonales. Acortar estos tiempos puede significar una baja en la produccion de
embriones (Gibbons y Cueto, 1995).

La necesidad de utilizar hembras jévenes como donantes puede llevar a una
baja eficiencia reproductiva. En el supuesto caso de tratar una hembra nulipara, el peso
minimo debera ser del 75% del peso adulto de la raza y haber presentado estros

anteriormente (Herrera et al., 2008).

Lo indicado son las hembras adultas, que puedan llevar a cabo la gestacion sin
comprometer su crecimiento y contribuir al desarrollo de la cria por medio de una buena
lactancia. La TE requiere de una serie de manipulaciones de las donantes y receptoras.
En el caso de recurrir a instalaciones extrafas, es preferible que los animales tengan un
periodo de adaptacién previo, de uno a dos meses, antes de comenzar los tratamientos
(Robledo et al., 2009).

Se debe considerar los aspectos sanitarios, nutricionales y reproductivos de los
machos y la calidad seminal ya sea que se utilicen en servicio natural o mediante la

inseminacion artificial con semen fresco, refrigerado o congelado (Herrera et al., 2008).
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RESUMEN
La transferencia de embriones permite incrementar el potencial reproductivo de las
hembras de alto valor genético mediante un mayor aprovechamiento de la gran reserva
de ovocitos que se encuentran en el ovario. El presente trabajo se realiz6 en el
laboratorio de reproduccidbn y centro de explotacion ovina del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de Baja
California. El objetivo fue evaluar la técnica de transferencia de embriones in vivo por
mini laparotomia, para la produccién de embriones de ovino a partir de hembras
donadoras super ovuladas. Las hembras receptoras y donadoras de embriones fueron
sincronizadas utilizando esponjas intravaginales comerciales conteniendo 40 mg de
acetato de flurogestona y las donadoras fueron sometidas a dosis decreciente de
(FSHp), se realiz6 laparotomia para la transferencia de embriones a las receptoras. Los
tratamientos consistieron en dos diferentes tiempos de retiro de las esponjas: T1 8 dias,

T2 10 dias; dos diferentes dosis de (FSHp) 220mg y 280mg. Después de realizar el



lavado uterino por laparotomia se colect6 el fluido empleando en el lavado una sonda
Foley y cajas de Petri para la recoleccion del liquido y posterior observacion al
estereoscopio, se discriminan los embriones calidad 1 y 2 de los ovocitos no fertilizados
y los blastocitos en eclosion. El objetivo del presente trabajo fue estandarizar la
produccion de embriones de acuerdo con el tiempo de retiro de la esponja de
sincronizacion y al mismo tiempo la dosis de (FSHp); asi como la calidad de los

embriones para su posterior transferencia.

Palabras clave: Sincronizacion, Superovulacion, Transferencia, Ovinos.



SUMMARY

The transfer of embryos allows to increase the reproductive potential of the females of
high genetic value through a greater use of the large reserve of oocytes that are found in
the ovary. The present work was carried out in the breeding laboratory and ovine
exploitation center of the Veterinary Sciences Research Institute of the Autonomous
University of Baja California. The objective is to develop the technique of embryo
transfer in vivo by mini laparotomy, for the production of ovine embryos from super
ovulated donor females. The females receiving and donating embryos were
synchronized using commercial intravaginal sponges containing 40 mg. of flurogestone
acetate and the donors were submitted to decreasing dose of (FSHp), laparotomy was
performed for the transfer of embryos to the recipients, using the following treatments,
two different times of removal of the sponges: T1 8 days, T2 10 days; Two different
doses of (FSHp) 220mg and 280mg. After performing the uterine lavage by laparotomy,
the fluid was collected using a foley probe and Petri dishes for the collection of the liquid
and subsequent observation to the stereoscope, quality 1 and 2 embryos from
unfertilized oocytes and blasts are discriminated. The objective of this trial was to
standardize the production of embryos according to the withdrawal time of the
synchronization sponge and at the same time the dose of (FSHp); as well as the quality
of the embryos for their subsequent transfer.

Keywords: Synchronization, Superovulation, Transfer, Sheep.



INTRODUCCION

La tasa de ovulacion es un caracter muy constante en los mamiferos y
estrechamente relacionado con la especie por factores genéticos. Asi, las especies
ovina y caprina muestran una tasa de ovulacion muy reducida; aunque debe sefalarse
la existencia de variaciones entre razas, con oscilaciones entre 1 y 4 cuerpos luteos en
cada ciclo. El niumero de ovulaciones durante el ciclo sexual, inmediatamente después
de la lutedlisis, esta relacionado con el numero de foliculos que se desarrollan hasta
alcanzar el estadio pre ovulatorio. A su vez, la dinAmica de crecimiento de estos
foliculos esta condicionada por un equilibrio entre mecanismos de estimulacion y de
inhibicién del crecimiento folicular, separar actuar tanto a nivel sistémico como intra
ovarico. Los factores sistémicos son aquellos pertenecientes al eje hipotalamo-hipofisis-
ovario; destacan las gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH), con accién estimulante, y
el estradiol y la inhibina, con accion inhibidora (Sebastian et al., 2002;Gibbons y Cueto.,
2010).

Los tratamientos hormonales para lograr una ovulacion mdaltiple y la TE permiten
utilizar intensivamente a las hembras genéticamente superiores (Cordova et al.,
2008;Camacho et al., 2008;Bruno et al., 2015). El uso de FSH para inducir
superovulacion se asocia con una menor variabilidad de la tasa ovulatoria y con una
menor cantidad de foliculos anovulatorios sin alterar de manera significativa la
esteroidogénesis las fuentes comerciales de FSH disponibles en el mercado son
extractos de hipofisis de diferentes especies, principalmente la ovina y la porcina. Asi,
las preparaciones comerciales contienen cantidades altas de FSH y variables de LH
dependiendo del producto, siendo al parecer mas purificado (menos contenido de LH)
los extractos de FSH ovina. Una mayor purificacion supone un aumento de la respuesta
ovulatoria; tradicionalmente, se ha considerado que un protocolo de dosis constantes
era mas adecuado para preparados con un menor contenido de LH. Sin embargo,
recientemente Gonzalez-Bulnes et al. (2004) han mostrado unos mejores resultados de
tasa de ovulacion y de embriones viables con protocolos decrecientes de FSH ovina en

relacion con los constantes, sefialando que los primeros pueden estar mas préximos a



los cambios de la secrecién hipofisaria de FSH que tienen lugar en la fase folicular del
ciclo sexual natural. En conjunto y para razas de reducido potencial ovulatorio, se
puede esperar una tasa de ovulacién entre 9 y 14 cuerpos lateos tras la aplicacion de

los citados protocolos (Fuerst et al., 2009;Forcada et al., 2011;Jackson et al., 2014).

Uno de los principales factores que limitan la eficiencia de la produccion de
embriones in vitro (PEIV), es la maduracion in vitro (MIV), ya que aun después de la
seleccion cuidadosa de una poblacion homogénea de complejos cumulo-ovocito
(COCS), solo poco mas de la tercera parte alcanzan la maduracion citoplasmica
completa y poseen la capacidad de producir blastocitos viables para su transferencia, lo
que ocasiona que ésta técnica de reproduccion asistida sea menos eficiente,
comparada con la produccién de embriones in vivo (Cansino, 2005;Gonzélez et al.,
2007;Robledo et al., 2009).

Probablemente debido a la incapacidad del medio de cultivo utilizado durante la
MIV para reproducir las complejas sefiales y comunicacion entre los ovocitos y las
células sométicas circundantes, que ocurren de manera natural dentro del foliculo
ovulatorio y cuerno uterino, afectando la tasa de fertilizacion in vitro y su desarrollo

embrionario. (Bartlewsky et al., 2008;Bruno et al., 2014)

El objetivo es el desarrollo de la técnica de transferencia de embriones por
minilaparotomia y la dosis de FSHp decreciente con mejor resultado, para la produccion

de embriones de ovino.



MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en el Centro de Reproduccion Ovina
del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de
Baja California, Mexicali B.C. México. El clima es de tipo desértico, donde el mes mas
frio es enero, con una temperatura minima promedio de -1.66 °C y 13 °C de
temperatura media siendo julio el mes m&s calido con una temperatura maxima, minima
y promedio de 45, 20 y 33°C respectivamente. La temperatura media anual es de 22 °C
(INEGI, 2010).

Animales

Se emplearon 8 hembras donadoras de la raza Dorper-Katahdin y 24 hembras
receptoras de las mismas proporciones de cruzamiento, asi como el empleo de dos
sementales de la raza Dorper-Katahdin para la monta de las hembras donadoras.
Todos los procedimientos experimentales se hicieron bajo los lineamientos de las
normas oficiales mexicanas NOM-051-ZO0-1995 (trato humanitario de animales),
NOM-062-Z00-1999 (manejo de animales en laboratorio), NOM-033-ZO0O-1995
(sacrificio humanitario de animales domésticos) y NOM-012-ZO0-1993 (regulacion de

productos quimicos, farmacéuticos y biolégicos para uso en animales).
Técnica quirurgica

Estas intervenciones se llevaron a cabo bajo tranquilizacion y anestesia local. Es
indispensable que los animales no reciban alimento ni agua en las 24 horas previas a la
operacion. Se utilizo un tranquilizante intramuscular (0.04mg/ kg, Xilazina), aplicando un

anestésico local en el area quirurgica (5 cc, Lidocaina 2%).

La hembra se ubic6 en un plano inclinado en una camilla (cabeza hacia abajo).
Se rasuré y desinfectd el campo operatorio. Se realizé una laparotomia mediade 5a 7
cm, y a 3 cm por delante de la ubre. Antes de comenzar con la recuperacion
embrionaria se realizé la determinacion de la respuesta ovulatoria (recuento del nimero
de cuerpos Iuteos), mediante exteriorizacion de los ovarios. En base al niamero de

estructuras colectadas se determiné el porcentaje de recuperacion embrionaria.



La recuperacion embrionaria consistié en la colocacién de una sonda de Foley
del ndmero 12, aproximadamente a un par de cms de la bifurcacion de los cuernos
uterinos. Posteriormente se realizO una puncién para su posicionamiento, para la
inyeccion de 20 cc del medio de coleccién (Modified HTF Medium, Irvine Scientific) a 38
°C. Acto seguido se realizd una puncion con un catéter del numero 14. De esta manera
se produjo una corriente de arrastre que fluyo en todo el cuerno uterino, recuperando el
medio de colecta en cajas de Petri estériles atemperadas a 37.5 °C; se procede de igual

manera con el otro cuerno uterino.

Se recomienda que el tiempo transcurrido entre la recuperacion de los embriones
y su siembra sea inmediato y no supere las 2 horas en el medio de conservacion
embrionario. El sitio habitual de siembra de los embriones es el cuerno ipsilateral del
ovario con cuerpo luteo. Se procedio a realizar una puncion en la cara dorsal del cuerno
uterino y en su tercio superior mediante una jeringa con unas series de adaptaciones
para poder montar pajillas de tipo francés de 0.25 ml donde previamente se monté el

embridon para su posterior deposito en la luz uterina.
Tratamientos

Se emplearon dos tiempos de retiro de esponjas para las hembras donadoras
siendo T1 8 dias de retiro y T2 10 dias de retiro, asi como dos niveles de (FSHp) a

dosis de 220mg totales y 280mg totales. Quedando de la siguiente manera:

T1 8 dias 2 hembras 220mg y 2 hembras 280mg

T2 10 dias 2hembras 220mg y 2 hembras 280mg



RESULTADOS Y DISCUSION

Para los tratamientos el efecto cuerno uterino izquierdo o derecho no se encontro
diferencia estadistica P>0.05 teniendo una media de 3.25 y 3.87 respectivamente con
una desviacion estandar de 3.1 y 2.7 bajo un estadistico de prueba de u de Mann-
Whitney y W de Wilcoxon. Figura 1. En un estudio realizado por Harasymowycz et al.
(2014) reportaron una diferencia en la cantidad de cuerpos luteos contabilizados en
ambos lotes, resultando estadisticamente significativo a favor del tratamiento de
superovulacién a dosis decrecientes (P<0,05). Estos resultados podrian deberse al
hecho de que en el protocolo de dosis decrecientes la administracion de la FSH se
asemeja mas al patron de secrecion hipofisaria de esta hormona, no siendo asi

influenciado por la posicion anatomica del cuerno uterino.

Para el efecto dosis de FSH por cuerno se observo diferencia estadistica P<0.05,
encontrdndose una media de 2.0 y 5.1 para la dosis 220mg y 280mg respectivamente
con una desviacién estandar de 1.7 y 2.9 en el orden mencionado para el efecto dosis
de FSH por cuerpos luteos totales por hembra se observo diferencia estadistica P<0.05
encontrdndose una media de 4.0 y una desviacion estandar de 2.1 para la dosis total de
220mg. Para la dosis total de 280mg se observdé una media de 10.25 con una
desviacion estandar de 4.7, siendo estos resultados muy similares a los publicados por
Palacios en 2012, al estar trabajando en un estudio de superovulacion en ovejas de
raza Pelibuey aplicando FSHp. Este autor administré a un grupo una dosis total 280mg
en forma decreciente (60mg, 40mg, 20mg, 20mg), reportando en promedio 17,6 £ 3,5
cuerpos lateos por animal, mientras que el otro grupo recibié una dosis total de 220 mg
en dosis decrecientes (40mg, 30mg, 20mg, 20mg), obteniendo como resultado un
promedio de 1,8 + 1,3 cuerpos lUteos. Se dedujo que para el éxito de los programas de
reproduccion artificial existe una correlacibn estrecha entre los factores como
adaptacion, nutricion, pureza de la raza, asi como la dosis de hormonas utilizadas.
Observandose una mejor respuesta (P<0,01) en animales sometidos a un tratamiento
de 280mg de FSHp que en aquellos que recibieron un estimulo superovulatorio de
220mg (Harasymowycz et al., 2014).



Para el efecto tiempo de retiro de esponjas por embriones recuperados se
observo diferencia estadistica P<0.05, encontrandose una media de 3.5 y una
desviacion estandar de 1.2 para el tiempo de retiro de esponjas por 8 dias. Al mismo

tiempo, para 10 dias se reportd una media de 0.75 y una desviacion estandar de 0.9.

Para el efecto dosis FSH combinado en el tiempo con embriones recuperados se
observé diferencia estadistica P<0.10 con una media de 4.5, 1.5 y una desviacion
estandar de 0.7 y 0.7 en respuesta a la dosis de 280mg por 8 dias de retiro de la
esponja y 280mg por 10 dias. Muy similar a lo reportado por Bruno-Galarraga et al.
(2014), en ovejas Merino superovuladas con FSHp obtuvieron 9.7 + 2.8 cuerpos luteos
y 4.6 + 1.3 embriones transferibles. Por su parte, Aké-Lopez et al. (2003), observaron
8.28 + 7.28 cuerpos luteos y 6.28 + 4.79 embriones transferibles y Herrera et al. (2008)
en ovejas Pelibuey reportaron que el nimero de cuerpos luteos y de embriones

colectados fue de 10.73 + 1.42 y de 3.09 + 1.36, respectivamente.

CONCLUSIONES

El porcentaje de borregas que respondieron a los protocolos hormonales
evaluados en el presente trabajo es moderado, con valores para el niumero de cuerpos
liteos y de embriones transferibles menores a los informados en la literatura, reflejando

una variaciéon considerable entre individuos y razas.
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Figura 1. Respuesta Ovarica a los Protocolos Superovulatorios

Figure 1. Ovarian Response to Superovulator Protocols
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RESUMEN

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de cinco tiempos de
refrigeracion antes de la inmersion de las pajillas al nitrégeno liquido en la calidad
espermatica del semen de borrego Kathadin. Se utilizaron dos sementales de los cuales
se obtuvieron dos eyaculados. Se utilizaron dos diluyentes, en una proporcién 20-60-
20% a base de Triladyl, agua bidestilada y yema de huevo. Para el segundo diluyente
se sustituyo el agua bidestilada por agua de coco. Diez pajillas de 0.25 mL se llenaron y
se enfriaron por tratamiento para su congelacion y almacenaje en un termo criogénico a

-196 °C hasta su descongelacion, realizada en agua a 37 °C/30 segundos. Las



variables evaluadas fueron porcentajes de motilidad, espermatozoides vivos vy
espermatozoides vivos con acrosoma integro. Bajo un arreglo experimental factorial. Se
emplearon cinco tiempos de refrigeracion (15, 30, 45, 60 y 75 minutos). Se present6
una tendencia cuadratica con la motilidad mas alta (45 % para agua de coco y 22 %
para agua bidestilada) a los 60 minutos de refrigeracion. Se presentd el menor
porcentaje de células vivas con los tiempos mas cortos de refrigeracion. La mayor
sobrevivencia de células espermaticas se presenté con 60 minutos de refrigeracion,
previo a la congelacion de los espermatozoides. El uso del agua de coco en el diluyente
de semen aumenté (P<0.05) considerablemente el porcentaje de células esperméticas
vivas después de la congelacién en comparaciéon con el uso de agua bidestilada.
Igualmente, con el agua de coco se obtuvo un porcentaje mas alto de células vivas con
acrosoma intacto (33 %) que con el agua bidestilada (18 %) con 30 minutos de
refrigeracion previo a la criopreservacion. Se concluyd que con 60 minutos de
refrigeracion y el uso de agua de coco se obtuvo la mejor respuesta de los

espermatozoides de morueco a la congelacion.

Palabras clave: diluyente, ovinos, tiempos de refrigeracion.

ABSTRACT

The aim of this experiment was to evaluate the effect of five times of refrigeration
previous to immersion of straws into de liquid nitrogen on spermatic quality of ovine
semen. Two Kathadin rams were used to obtain two ejaculations from each one.
Two extenders were used, in a proportion of 20-60-20% with Triladyl, distilled
water and egg yolk, respectively. In the second extender, distilled water was
replaced by coconut water. Ten 0.25 mL straws per treatment were filled, frozen
and stored in a cryogenic thermo at -196°C until they were defrosted in warm water
at 37°C during 30 seconds. Variables evaluated were: motility, alive spermatozoa
and alive spermatozoa with acrosoma percentages. In a factorial experimental
design, five refrigeration times (15, 30, 45, 60 and 75 minutes) and two types of

extenders were used. Motility was higher (P<0.05; 43 and 22 %) for coconut water



compared to bidestilled water at 60 minutes of refrigeration. Percentages of live
spermatozoa also benefitted with the addition of coconut water (45 vs 18 %) at 60
minutes of refrigeration. We conclude that coconut water confers a greater
cryoprotective capacity to the base extender (Triladyl), when it substituted
bidestilled water. This action is reflected in better motile activity, alive cell sperm
and alive cell sperm with good quality acrosome. Additionally, better semen was

obtained with 60 minutes of refrigeration prior of exposing semen to liquid nitrogen.

Key words: refrigeration time, extenders, ovine.

INTRODUCCION

La fertilidad obtenida en ovejas inseminadas con semen congelado es menor a la
de semen fresco, debido principalmente a una baja viabilidad post-
descongelamiento y a un deterioro en los espermatozoides sobrevivientes
(Watson 2000, Cabrera y Pantoja 2008). La reduccién de la fertilidad asociada al
semen congelado es atribuida en parte a la alteracion de la estructura y funcién de
la membrana durante el proceso de refrigeracion, congelacién y descongelacion
(Johnson 2000, Merino 2003, Stornelli et al. 2005).

Algunos autores suponen que, durante el enfriamiento del semen, la membrana
plasmatica sufre cambios en el estado fisico de los lipidos que la componen,
experimentando una transicion entre la fase del estado liquido semicristalino al
estado de gel, este fenomeno hace que la membrana se vuelva rigida y pierda
elasticidad (Manosalva et al. 2005, Gurrola et al. 2006, Vasco et al. 2007).

Es conocido que el enfriamiento rapido del semen entre 30 y 0 °C induce estrés
letal en algunas células esperméticas, y esto es proporcional a la tasa de
enfriamiento. Es asi que el enfriamiento en este rango de temperaturas debe ser
realizado cuidadosamente, ya que un enfriamiento lento induce estrés sobre la

membrana del espermatozoide. Este hecho se relacionaria con un cambio de fase



lipidica y altera el estado funcional de la membrana (Stornelli et al. 2005, Moce y
Graham 2006, Barrietos et al. 2009).

Holt (1991) obtuvo evidencias de que el cambio de fase podria ser el responsable
de las manifestaciones de crioinjurias observadas durante el calentamiento celular
post descongelacion. Estas evidencias fueron obtenidas a partir del estudio de la
integridad de membrana de espermatozoides de morueco durante los procesos de
enfriamiento (entre 5y -20 °C) y posterior calentamiento hasta 30 °C. En ese
experimento se observo que los mayores dafios de la membrana ocurrian durante
el calentamiento luego de la descongelacion (Membrillo et al. 2003, Brito et al.
2004, Stornelli et al. 2005).

Los espermatozoides de moruecos son mas susceptibles a estos dafios de estrés
térmico por frio que el de otros animales de la granja, por ser pobre en colesterol,
permitiendo que la capacitacion espermatica ocurra rapido, lo cual reduce la
fertilidad (Cardona et al. 2006, Ruiz et al., 2007, Cardozo et al. 2009).

Con base en lo anterior, el objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de
cinco diferentes tiempos de refrigeracion en la calidad espermética durante el

proceso de criopreservacion de semen de moruecos Kathadin.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de reproduccion del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV) de la Universidad Autbnoma de
Baja California, México, y el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Unidad
Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de

Nayarit.



Animales

Se utilizaron dos sementales Kathadin que permanecian estabulados en corraletas
individuales, alimentados con alfalfa y agua a libre acceso, no se realizd ninguin
manejo especial para los sementales, Unicamente recibieron entrenamiento para
la coleccion de semen con vagina artificial. Todos los procedimientos
experimentales se hicieron bajo los lineamientos de las normas oficiales
mexicanas NOM-051-Z0O0-1995 (trato humanitario de animales), NOM-062-ZOO-
1999 (manejo de animales en laboratorio), NOM-033-ZO0-1995 (sacrificio
humanitario de animales domésticos) y NOM-012-ZO0-1993 (regulacion de

productos quimicos, farmacéuticos y bioldgicos para uso en animales).
Coleccion del semen

La coleccion del semen se realiz6 en las horas mas frescas de la mafana, por
medio de una vagina artificial de acuerdo a lo descrito por Hernandez y Carrillo
(2005) y Mellisho y Gallegos (2006), con modificaciones que consisten en la
utilizacién de condones de uso humano previamente lavados, con la finalidad de
eliminar el espermicida que contienen, éstos se montaban a una perilla para
mantener abierta la entrada del conddn, y asi facilitar la entrada del pene al
mismo. Para la coleccién del semen se utilizaron ovejas que no estaban en celo, a
las cuales se les insertd en la vagina el conddn, sujetado éste a los labios vulvares
con cinta adhesiva. Los moruecos eran entonces puestos en contacto con estas
ovejas, y después de la monta, el condén era retirado de la vagina, y el semen se
transferia el semen a recipiente térmico de boca ancha a 37 °C. Se obtuvieron dos
eyaculados por cada semental en cada sesién de extraccion. Inmediatamente
después de obtener el eyaculado se procedié a la evaluacion de éste, tanto
macroscopica como microscopica, con el proposito de determinar la calidad del
eyaculado para su posterior dilucion y congelacion. El semen se envaso en pajillas

de 0.25 ml (IMV® Technologies, L'Aigle, Cedex, Francia), a una concentraciéon de



120 millones de espermatozoides por pajilla, secandose con papel absorbente y
sellandose con alcohol polivinilico.

Tratamientos

Para este experimento se utilizaron dos diluyentes, a base de Triladyl (Minitube
Ref. 13500/0250) en una proporcién de 20 %, 60 % de agua de coco y 20 % de
yema de huevo; para el segundo diluyente se utilizaron los mismos ingredientes

sustituyendo el agua de coco por agua bidestilada.

Después de congeladas las pajillas, éstas fueron extraidas del nitrégeno liquido e
introducidas en un termo con agua a 37 °C durante 30 segundos. Las pajillas se
secaron con papel absorbente y se dej6 estabilizar por dos minutos a temperatura
ambiente para su posterior evaluacion de acuerdo con Quintero (2003) y Sandoval
et al (2007).

Para evaluar el efecto de los cinco diferentes tiempos de refrigeracion previo a la
inmersion de las pajillas en el nitrégeno liquido, en la calidad esperméatica durante
el proceso de criopreservacion del semen de morueco, se evaluaron diez pajillas
por tratamiento. La motilidad, expresada en porcentaje, se determiné a través de
la observacion del movimiento individual de los espermatozoides en portaobjetos,
con un microscopio de contraste de fases con aumentos de a 20 y 40X, sobre una
platina a 37 °C (Martin-Rillo et al. 1996). Para el porcentaje de espermatozoides
vivos y muertos se empled la tincion eosina-nigrosina de acuerdo a Barth y Oko
(1989) y Hernandez (1998). El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
se determiné utilizando la triple tincién de acuerdo a Talbot y Chacén (1981), con

base en el conteo de 100 células espermaticas.
Andlisis estadistico

Para la evaluacibn de la respuesta de la motilidad, porcentaje de células
espermaticas vivas y espermatozoides vivos con su acrosoma integro se llevo a

cabo un analisis de varianza, con arreglo factorial 2x5, con error de muestreo,



siendo los factores que evaluar dos diluyentes de semen (agua de coco y agua
bidestilada), en 5 tiempos de refrigeracién. Las unidades experimentales fueron
las pajillas. Se considerd como control un tiempo de refrigeracion a tiempo fijo de
acuerdo con el protocolo estandar de dos horas con un solo diluyente (agua
bidestilada). Se probd el efecto del diluyente y tiempo de refrigeracion antes de
congelar, asi como la interaccion de estos efectos principales, utilizando el
procedimiento PROC MIXED de SAS. La comparacion de medias se llevo a cabo
con la prueba de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas donde
el valor de P fue menor a 0.05. Se realiz6 un analisis de correlacion y regresion
para determinar la asociacion entre las caracteristicas seminales y el tiempo de

refrigeracion antes de la congelacion del semen.
RESULTADOS

En la Fig. 1 se presenta la asociacion entre el tiempo de refrigeracion del semen
de morueco, previo a la inmersion en nitrégeno liquido, sobre la motilidad de las
células espermaticas. Se presentd una tendencia cuadratica con la motilidad mas
alta a los 60 minutos de refrigeracion. Sin embargo, la motilidad a los tiempos de
45, 60 y 75 minutos no difirié entre los tiempos mas prolongados de refrigeracion.
Por otro lado, la motilidad de los espermatozoides fue més alta (P<0.05) cuando
se utilizé el agua de coco, en comparacion con el agua bidestilada. No se detecto

una interaccién tiempo de refrigeracion x diluyente de semen.

En la Fig. 2 se muestra la asociacion entre el tiempo de refrigeracion del semen de
morueco, previo a la inmersién en nitrégeno liquido, sobre el porcentaje de
espermatozoides vivos. Nuevamente se observdé una tendencia cuadratica,
presentandose el menor porcentaje de células vivas con los tiempos mas cortos
de refrigeracion. La mayor sobrevivencia de células espermaticas se presenté con
60 minutos de refrigeracion, previo a la congelacion de los espermatozoides. El
uso del agua de coco en el diluyente de semen aumentdé (P<0.05)

considerablemente el porcentaje de células espermaticas vivas después de la



congelacion en comparacion con el uso de agua bidestilada en el diluyente del
semen. No se detectdé una interaccion tiempo de refrigeracion x diluyente de

semen para esta variable.

En la Fig. 3 se muestra la asociacion entre el tiempo de refrigeracion del semen de
morueco, previo a la inmersion en nitrogeno liquido, sobre el porcentaje de
espermatozoides vivos con su acrosoma integro. Las tendencias para esta
variable segun el tiempo de refrigeracion variaron en forma distinta para el
diluyente con el agua de coco y el que contenia el agua bidestilada. Para el primer
diluyente se observd una tendencia cubica, para el segundo una tendencia
cuadratica. EI mayor porcentaje de espermatozoides vivos con su cromosoma
intacto se presenté cuando el semen se refriger6 durante 30 minutos. A los 45 y
75 minutos de refrigeracion no se detecto diferencia entre los diluyentes con agua
de coco o agua destilada; por otro lado, se presentd una mayor de células
espermaticas vivas y con acrosoma funcional después de la descongelacion del

semen a los 15, 30 y 60 minutos de refrigeracion.

DISCUSION

En el presente estudio la motilidad de los espermatozoides después de la
congelacion fue afectada por el tiempo de refrigeracion antes de la inmersion de
las pajillas al nitrogeno liquido. La reduccion en porcentaje de células
espermaticas moviles con una reducida refrigeracion en el presente estudio
también se ha observado en otros reportes (Paulenz et al. 2003, Kasimanickam et
al. 2007, Bucak and Tekin 2007). Este fenbmeno se atribuye a cambios en la
cinética de las enzimas de los espermatozoides derivada de la reduccién de
temperatura Holt (2000). Asimismo, el uso del agua de coco en lugar del agua
bidestilada tuvo un efecto benéfico en la motilidad del espermatozoide después de
la congelacion. El beneficio del agua de coco pudo deberse a una mejor capacidad

de amortiguacion, de regulacion osmotica y menor toxicidad en comparacion con



el agua destilada. Ferreira-Nunes y de Mello Salgueiro (1999) también observaron
una mejor respuesta del semen de ovino y caprino cuando estos fueron diluidos
con agua de coco, en comparacion con otros diluyentes.

Los valores de motilidad de los espermatozoides reportados en el presente estudio
son inferiores a los reportados por Anel et al. (2003) y Forouzanfar et al. (2010),
donde se alcanzaron valores entre 50 y 75%. En el presente estudio la motilidad
espermatica vario entre 22 y 45% después de la congelacion y con una hora de
refrigeracion previo al proceso de criopreservacion. Estos datos son cercanos a
los encontrados por Gutiérrez et al. (2006), con un diluyente a base de agua de
coco. Sugieren una motilidad de al menos 50% para una exitosa inseminacion

artificial en ovinos.

El andlisis de estos datos sugiere que el aumento del tiempo de refrigeracion
hasta 60 minutos, previo a la exposicion de las pajillas al nitrégeno liquido,
proporciona porcentajes de espermatozoides vivos mas altos que los
proporcionados por tiempo de refrigeracion restringido. La tasa de enfriamiento
del semen diluido a temperaturas arriba de los 0 °C tiene una marcada influencia
en la tasa de sobrevivencia de los espermatozoides después de la congelacion y
descongelacién (Salamon and Maxwell 2000). Estos datos también muestran el
efecto benéfico de la utilizaciébn del agua de coco en la sobrevivencia de los
espermatozoides después de la congelacién/descongelacion.

El agua de coco en el diluyente del semen demostr6 ser benéfica para la
sobrevivencia de espermatozoides con su cromosoma integro. Sin embargo, el
porcentaje de espermatozoides con estas caracteristicas después de la
congelacion/descongelacion resultd muy bajo (alrededor de 20 %). Estos valores
son muy parecidos a los reportados por Hernandez et al. (2012) para esta
variable. Serafini et al. (1986) sefiala que, independientemente del método y
diluyente utilizado en semen de moruecos, la integridad de los espermatozoides

se reduce marcadamente. A pesar de este dafo a los espermatozoides, aquellos



que conservan su motilidad e integridad de su acrosoma son fértiles, pudiendo
alcanzar una tasa de fertilizacion de 85 a 93% cuando se practica la inseminacion
intrauterina o tubal (Maxwell et al. 1993). Esto puede deberse simplemente a la
proximidad de los gametos, ya que se evita los problemas del transporte de los
espermatozoides, lo cual es un problema con el semen de ovino congelado
(Salamon and Maxwell 1995). Alternativamente, el proceso de
congelacion/descongelacion de semen de morueco puede promover la
maduracion de las membranas de los espermatozoides incrementando el nimero
de espermatozoides con la reaccion del acrosoma en comparacion con los

espermatozoides no congelados (Watson 2000).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente experimento demuestran que la sustitucién del agua
de coco por agua bidestilada ofrece una mejor proteccion en los espermatozoides
de morueco durante el proceso de criopreservacion con un diluyente a base de
Triladyl. Ademas, estos datos muestran que, con los diluyentes de semen
utilizados en el presente estudio, se requiere de una refrigeracion, previo a la
inmersion de las pajillas al nitrégeno liquido, de 45 a 60 minutos, para una mejor
criopreservacion del semen de morueco. Finalmente, a pesar de que, la motilidad,
sobrevivencia e integridad de los acrosomas de los espermatozoides fueron
severamente afectados por el proceso de criopreservacion, se tiene un nimero
suficiente de espermatozoides viables para ser utilizados en la reproduccién

asistida de ovejas.
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Figura 1. Asociacion entre el tiempo de enfriamiento del semen de morueco, previo a la
inmersion en nitrégeno liquido, sobre la motilidad de las células espermaticas.
Las curvas comparan el semen diluido con agua de coco o agua bidestilada. Las
letras minUsculas comparan las medias entre tiempos de refrigeracion. Las letras
mayusculas comparan los tiempos de enfriamiento. Para ambos casos letras

distintas indican diferencias (P<0.05).

Figure 1. Association between the time of cooling of lambs semen, prior to immersion in
liquid nitrogen, on the motility of the sperm cells. Curves compared semen diluted
with coconut water or doubly distilled water. Lowercase letters compared the
averages between cooling times. Letters compare cooling times. In both cases

different letters indicate differences (P < 0.05).
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Figura 2. Asociacion entre el tiempo de refrigeracion del semen de morueco, previo a la
inmersioén en nitrégeno liquido, sobre el porcentaje de células espermaticas vivas
después de la descongelacion. Las curvas comparan el semen diluido con agua
de coco o0 agua bidestilada. Las letras minusculas comparan las medias entre
tiempos de refrigeracion. Las letras mayulsculas comparan los tiempos de
refrigeracion. Para ambos casos letras distintas indican diferencias (P<0.05).

Figure 2. Association between the time of cooling of the semen lambs, prior to
immersion in liquid nitrogen, on the percentage of live sperm cells after
defrosting. Curves compared semen diluted with coconut water or doubly distilled
water. Lowercase letters compared the averages between cooling times. Letters
compare cooling times. In both cases, different letters indicate differences (P <
0.05).
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Figura 3. Asociacion entre el tiempo de enfriamiento del semen de morueco, previo a la
inmersioén en nitrégeno liquido, sobre el porcentaje de células espermaticas vivas
y con su acrosoma integro después de la descongelacién. Las curvas comparan
el semen diluido con agua de coco o agua bidestilada. Las letras minasculas
comparan las medias entre tiempos de enfriamiento. Las letras mayusculas
comparan los tiempos de enfriamiento. Para ambos casos letras distintas indican
diferencias (P<0.05).

Figure 3. Association between the time of cooling of the semen lambs, prior to
immersion in liquid nitrogen, on the percentage of live sperm cells and with its
intact acrosome after defrosting. Curves compared semen diluted with coconut
water or doubly distilled water. Lowercase letters compared the averages
between cooling times. Letters compare cooling times. In both cases, different

letters indicate differences (P < 0.05).



