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RESUMEN

El presente trabajo describe las principales técnicas aplicadas en la reproduccion ovina
en la regién de la Patagonia chilena. La pasantia fue realizada con la empresa chilena
OVITEC, con sede en Punta Arenas, Chile, que usa estos procedimientos modernos para
mejorar la genética del hato ovino nacional chileno. Su duracion fue de 10 semanas, entre el
25 de abril y el 30 de junio de 2011. El trabajo consistié principalmente de giras a campo,
donde se pusieron en practica tres diferentes técnicas reproductivas en la especie ovina:
Inseminacion Atrtificial Intracervical (IAC) con semen fresco, Inseminacion Artificial por
Laparoscopia (IAL) con semen congelado y Transferencia de embriones (TE). Mas de 30 mil
animales fueron sometidos a la técnica intracervical, alrededor de 309 a laparoscopia y 205 a

transferencia de embriones.

Dentro de las actividades realizadas se encuentran el montaje de laboratorios,
entrenamiento de 38 carneros reproductores y su extraccion de semen, dilucién de semen,
sincronizacién y deteccion de celos en 30,918 hembras, preparaciones quirurgicas, anestesias
y desarrollo de las técnicas propiamente dichas: 30,404 inseminaciones intracervicales, 309

inseminaciones por laparoscopia, 24 lavados uterinos y 205 transferencias de embriones.

Los porcentajes de prefiez obtenidos fueron 82,9% para IAC, 79,3% para IAL y 72,2%
para TE. En el texto se detallan la discusion pertinente apoyada con datos bibliograficos, las

conclusiones de su uso y recomendaciones para mejorias a nivel nacional.



Xi

ABSTRACT

The present report describes the main assisted technologies applied to ovine
reproduction in the region of the Chilean Patagonia. The externship was developed with the
Chilean company OVITEC, located in Punta Arenas, Chile, which uses these modern
techniques for genetic improvement in the national Chilean flock. Its duration was 10 weeks,
from April 25" to June 30™ 2011. The study involved mainly field trips, where these
reproductive techniques were applied in sheep: Intracervical Artificial Insemination with fresh
semen, Laparoscopic Artificial Insemination with frozen semen and Embryo Transfer. More
than 30 thousand animals were subjected to intracervical technique, 309 to laparoscopy and

205 to embryo transfer.

Part of the developed activities were: lab set up, 38 ram training and their semen
extraction, semen dilution, estrus synchronization and detection in 30,918 ewes, surgical
preparations, anesthesia and the techniques per se: 30,404 intracervical inseminations, 309

laparoscopic inseminations, 24 flushes and 205 embryo transfers.

The pregnancy rates obtained were 82.9% for intracervical, 79.3% for laparoscopy and
72.2% for embryo transfer. In this paper the results discussion, conclusions and

recommendations for possible use under local (Costa Rican) conditions are detailed.



1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes
En los Gltimos veinte afios la reproduccion animal se ha revolucionado gracias al uso
de nuevas tecnologias. Se denominan técnicas reproductivas asistidas (TRA) y se utilizan
principalmente para el mejoramiento genético, que a largo plazo contribuyen a aumentar la

produccién y rentabilidad de las explotaciones ganaderas (Grazul-Bilska, 2010).

La inseminacion artificial (1A), sincronizacion e induccién de celos, sincronizacion de
partos, fertilizacion in vitro, transferencia de embriones con superovulacion, sexado de
embriones y de semen y la transgénesis, son las principales TRA utilizadas actualmente

(Younguist & Threlfall, 2007; Grazul-Bilska, 2010).

Es importante tener presente que las ovejas presentan, en areas de clima templado,
estacionalidad reproductiva. Se ha establecido que su determinante principal es el fotoperiodo,
mientras que existen muchos otros factores que solamente la modulan, como lo son: el
establecimiento de jerarquias, la calidad nutricional, la temperatura del ambiente y el periodo
de lactacion; es decir, estos solo pueden influenciar el inicio y la duracion del periodo de
anestro. En areas tropicales la calidad nutricional es el unico responsable de alguna

manifestacidn de anestro (Rosa & Bryant, 2003).

La poblacion mundial ovina para el 2006 rondaba los 416 millones y para el afio 2011
supera a los 1000 millones (FAO, 2011). En el mismo informe se menciona que como especie,
los ovinos poseen el mayor nimero de razas registradas: 25% del total de razas registradas de
mamiferos y las TRA estan jugando un papel cada vez mas importante en su produccion y

manejo (Alexander et al., 2010). Por ejemplo, desde principios de los afios 50, se empezaron a



utilizar terapias hormonales para superar la estacionalidad, lo cual permitio el inicio de
explotaciones basadas Unicamente en la especie ovina, donde anteriormente se utilizaban
solamente como complemento en las producciones de otras especies (Gordon, 2005). Ahora
bien, segun Porras y colaboradores (2003) queda claro que las razas ovinas de latitudes
extremas presentan una marcada estacionalidad reproductiva, pero en el caso de las razas
adaptadas a vivir en el tropico se considera que no presentan anestro estacional verdadero, por
lo que las terapias hormonales no se utilizan para sacar a los animales del anestro sino mas
bien para sincronizarlos y llevar acabo Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) o

manipulacion de embriones.

En el 2007 se publica en el periddico digital EI Financiero, en la seccion de Economia
y Politica, un articulo sobre la produccién ovina en Costa Rica, que menciona que el
consumidor costarricense demanda cada vez méas carne de cordero y que el precio es mucho
menor en cortes nacionales que en los cortes importados. Asimismo, el crecimiento de turistas
en nuestro pais, sumado a que paises como México no logran saciar su propia demanda, nos
abren las puertas a la exportacion de productos de origen ovino. Se recalca que el reto
inmediato de la Camara Costarricense de Productores de Ovinos es crecer en cantidad de
produccion, a la vez que se realiza mejoramiento genético para tener mejor calidad de

productos, que permitan la competencia a nivel internacional (Fernandez, 2007).

Produccién Ovina en Chile

La Produccion ovina en Chile es bastante estable y tiene como principales productos
la carne y la lana; los sistemas lecheros con ovejas son incipientes. En el afio 2010 se

produjeron alrededor de 10 500 TM de carne en canal, a partir de 765 mil ovinos sacrificados



(peso promedio de la canal de 14 kg). La produccién de lana fue en ese mismo afio de 7 808

TM (ODEPA-INE, 2010).

Este pais exporta aproximadamente el 50% de la produccion de carne ovina, con
destino principalmente a la Unidn Europea, generando ingresos de entre 20 y 30 millones de
doélares por afio. EI consumo per cépita chileno oscila entre 0.2 y 0.4 kg/habitante/afio
(ODEPA, 2010), cifra muy marginal si se compara con los 23 kg de Nueva Zelanda, 13 de
Australia y entre 10 y 15 de los paises arabes petroleros (FAOSTATS, 2010). En América

Latina, Uruguay es el pais que muestra un mayor consumo (6 kg/persona/afio).

La Figura 1 muestra la distribucion de la produccion de carne de Chile para el periodo
2004-2011. Existe una marcada estacionalidad de la produccién de carne, en los meses de
verano/primavera (de diciembre a mayo). Ello es producto de las condiciones climaticas, que
generan por un lado una estacionalidad en la produccién de los forrajes, y por otro lado el

efecto directo en la reproduccion de los ovinos.

3,000,000
2,500,000
m2004
2,000,000 2005
1,500,000 - 2006
m2007
1,000,000 - - m2008
500,000 - - 2009
2010
0 - 2011

Figura 1. Produccion de carne ovina de Chile para el periodo 2004-2011.
(www.odepa.cl/jsp/sesa/sesa_eBnf.EC.jsp)
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La produccién ovina esta muy concentrada en la X1l Region (provincias de Magallanes
y Antartida), que fue la zona donde se hizo el presente trabajo. En esta Region se encuentra el
77% del inventario total de pais. Los sistemas de produccion estan basados en el pastoreo
extensivo (menos de un ovino por hectarea) sobre praderas naturales. Las razas mas
abundantes son la Corriedale (60%), Suffolk (8%), Merino (5%) y sus cruzas. Las
explotaciones tienden a ser grandes (mas de 1000 ovinos por finca) y las pariciones se
concentran usualmente en un periodo de 2 meses. Datos censales muestran que solo el 17% de

las explotaciones usan inseminacion artificial en la X1l Regién (ODEPA-INE, 2010).

Un andlisis reciente del agro-negocio ovino de Magallanes indica que tanto los
porcentajes de destete como la tasa de extraccion (ovinos sacrificados/inventario) son bajos al
compararlos con competidores a nivel mundial, como lo son Australia y Nueva Zelanda. El
porcentaje de destete es de 74% y la tasa de extraccion es de menos del 25%, mientras que en
Oceania los destetes superan el 100% y la tasa de extraccidn esta por encima del 50%. Se
indica que el principal problema de Magallanes no es la fertilidad de las ovejas, sino la alta
mortalidad de corderos. Se ha planeado por ello un programa de mejora de la alimentacién de
las ovejas via praderas, de manera que se disminuya la mortalidad de sus crias (Alvarez,

2010).

Existe poca informacion sobre las causas de mortalidad de ovinos en Chile. Una
encuesta a mas de 2 mil productores reveld que las principales causas de mortalidad de
corderos menores de 5 dias fueron los depredadores (zorros, perros y aves de rapifia), el clima

y la condicion de las madres (ODEPA-INE, 2010).



1.2. Justificacion

La Unica técnica de IA que ha arrojado resultados de prefiez aceptables con la
utilizacion de semen congelado, es la que se realiza de manera intrauterina, a diferencia de la
intravaginal o intracervical. Otras especies domésticas como la vaca y la cabra, no presentan
mayores complicaciones a la hora de realizar dicho procedimiento de manera transcervical
(con pipeta de inseminacién), siendo esta ultima mucho mas sencilla y econdmica. El caso de
la oveja es muy diferente; la técnica transcervical no es viable, ya que presenta un cervix
mucho més pequefio y estrecho, compuesto por varios anillos irregulares en forma de embudo,
que ni aun en periodo de celo hay garantia de que sea posible de travesar con pipeta de

inseminacién (Mckusick et al., 1998).

Aun asi, dentro de los beneficios que brinda un programa de IA se encuentran:
mejoramiento genético, con disminucion en la necesidad de presion de seleccion sobre los
machos del establecimiento; adquisicion de genética de machos superiores a los que solo se les
puede acceder mediante la compra de semen, ya que pertenecen, en su mayoria, a centros de
inseminacién en otros paises. Ademas cualquier productor, sin importar el tamafio de su
explotacion, puede tener acceso a los mejores machos, facilidad de manejo y transporte a nivel
nacional o internacional de las pajillas de semen y control de enfermedades mediante el uso de
machos con certificacién de ser libres de enfermedades (Younguist & Threlfall, 2007;

Leethongdee, 2009).

Autores australianos reportaron en 1979, que la inseminacion artificial con semen
fresco via laparotomia medio ventral resultd en altos porcentajes de fertilizacion intrauterina

(Salamon et al., 1979). Estos datos muestran que el problema de bajos porcentajes de prefiez



con semen refrigerado o congelado via cervical se pueden evitar si se deposita el semen
directamente dentro del Utero, ademas de que se necesita menos cantidad (Gordon, 2004).
Killeen y Caffrey (1982) reportaron un alto porcentaje de fertilizacion utilizando tanto semen

fresco como descongelado, con la ayuda del laparoscopio.

Un estudio chileno arrojé un porcentaje de fertilizacion significativamente mayor en
ovejas inseminadas unilateralmente con semen fresco comparado con inseminacion
intracervical (84% versus 19%) (Correa et al., 1994). La forma mas practicada de
inseminacién intrauterina en ovejas es la laparoscopica (IAL) (Evans, 1991). Ahora bien, su

aplicacion puede ser limitada por el costo que ésta representa (Gordon, 2004).

En relacion con la inseminacion a traves del cérvix, encontramos reportes de
porcentajes de prefiez que podrian ser semejantes a los que se obtienen del procedimiento por
laparoscopia, pero eso solo es cierto cuando el semen es depositado intrauterinamente, y no en
cérvix, cosa que solamente es posible en el 50% de las ovejas (Gordon, 2004). El porcentaje
de penetracion cervical (porcentaje de ovejas en las cuales es posible atravesar con la pipeta de
inseminacién completamente por el cérvix hasta llegar al Gtero) se identific6 como un factor
muy importante que limita el uso comercial de esta técnica (Mckusick et al., 1998; Gordon,
2004). Campbell y colaboradores (1996) realizaron un estudio que consistia en la evaluacion
macro y microscopica del tracto reproductor (cérvix en especial) en animales sacrificados
luego de la inseminacion transcervical; los resultados fueron impresionantes, pues el dafio que
esta técnica causa a la pared cervical en el 100% de los casos es variable pero constante, y se

concluye que el bienestar animal y la ética profesional deben ser una prioridad.



La transferencia de embriones es una TRA que se utiliza para el mejoramiento
genético a nivel mundial (Gibbons & Cueto, 2004). Aun teniendo evidencia de cuanto se ha
mejorado la eficiencia reproductiva de los hatos a través de las TRA (junto con el
mejoramiento de pastos, nutricion y asistencia veterinaria), la 1A es la Unica que
verdaderamente se utiliza actualmente en programas de seleccion. Se debe recordar e informar
a los productores que la ovulacion multiple y transferencia de embriones pueden aumentar la
ganancia genética de 15-40% en hatos pequefios y en grandes puede llegar hasta el 100%.
Ahora bien, si se continGa tecnificando la produccion (de manera semejante a las producciones
bovinas) como ha sucedido hasta ahora, podriamos esperar que los genetistas continten
desarrollando y perfeccionando técnicas diferentes a la inseminacion artificial (Loi et al.,

1998).

Hasta hace muy poco en nuestro pais el manejo reproductivo y la aplicacion de las
TRA no han sido realizados de manera intensiva; en gran parte por la falta de conocimiento
sobre las capacidades generativas del negocio, que se veia reflejado en la ausencia (casi total)
de profesionales capacitados en la materia. Segun se demostrd anteriormente el potencial de
estos sistemas productivos es inmenso, por lo que la necesidad de obtener entrenamientos
como el realizado por medio de esta pasantia nunca ha sido mayor y traerd grandes beneficios

y competitividad a la industria pecuaria nacional.

1.3. Objetivos

1.3.1. Obijetivo General

Adaquirir y desarrollar destrezas en Técnicas Reproductivas Asistidas (TRA) en la

especie ovina.



1.3.2. Obijetivos Especificos

i. Realizar la inseminacion artificial intracervical por medio de la extraccion de
semen fresco y su dilucién.

ii. Ejecutar la técnica de inseminacion artificial intrauterina por medio de
laparoscopia.

iii.  Realizar las técnicas de recoleccion, preservacion y transferencia de embriones.



2. METODOLOGIA

2.1. Materiales y Métodos

2.1.1. Areade trabajo

La pasantia se realiz6 con la empresa chilena OVITEC (www.ovitec.cl), con sede en

Punta Arenas, Chile (ubicada en la Patagonia Chilena) (Figura 2) y se basé en la participacion
de las visitas a cinco fincas de produccion ovina (Punta Delgada, Las Coles, Maria Isabel,
Cerro Negro y Maria Cristina), que conformaron parte del plan de trabajo de dicha compafiia,
cuyo fin es, por medio de técnicas reproductivas modernas y de punta a nivel mundial, el

mejoramiento genético del hato ovino nacional chileno.

PATAGONIA
CHILE

Figura 2. Punta Arenas, Chile.


http://www.ovitec.cl/
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Esta empresa fue creada para mejorar la produccion ovina chilena, mediante la
utilizacion de las TRA. Trabajan a nivel de campo, directamente con los ganaderos y sus
fincas, ademas forman parte de la red suramericana OVIS XXI (empresa en red,
sudamericana, que integra a técnicos, ganaderos, productores comerciales e industriales
relacionados con la produccion ovina), y su mision es: “contribuir al desarrollo del sector
ganadero regional y nacional, a traves de la oferta de servicios y tecnologia que permitan
mejorar la rentabilidad de los sistemas de produccién y al mismo tiempo la sustentabilidad de

los mismos” (OVITEC, 2006).

2.1.2. Sistema de produccién v registros de las fincas

Las cincos fincas utilizaban Unicamente sistemas extensivos de pastoreo (coirdn:
Festuca gracillima), con la excepcion de la hembras donantes de embriones, a las cuales se les

suplement6 con cubos de alfalfa durante el proceso de superovulacion, inseminacién y lavado.

Los registros (por parte de los propietarios de la finca) solo se llevaban de manera
rigurosa en todo el proceso de TE (Maria Cristina y Cerro Negro) e IAL (Maria Isabel y Las
Coles): numero de identificacion, raza, carnero utilizado y sus caracteristicas. En cuanto a la
IAC (Punta Delgada) no se llevo ninguna anotacion mas que la cantidad de ovejas

inseminadas diariamente.

2.1.3. Cronograma y Horario de Trabajo

La pasantia inici6 el 25 de abril de 2011 y finalizé el 30 de junio del mismo afio, con
una duracion total de 10 semanas y un horario de lunes a domingo, de aproximadamente de 7

ama’7 pm.
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2.1.4. Regqistro de Datos

Para la recopilacion de la informacion se utilizo una bitacora de uso diario en la que se
Ilevé el control de las actividades realizadas (1A, TE, etc.), asi como la cantidad de animales
abordados y las observaciones necesarias. Ademas se tomo fotos de algunos animales y de los

pasos de los procedimientos realizados.

2.2. Animales

Se trabajo con un total de 30,918 hembras de las razas Merino Multi-Propdsito
(MPM), Corriedale y cruces y 38 machos reproductores MPM puros. Las hembras

comprendian entre las edades de 1-4 afios y los machos entre 2-6 afos.

2.3. Manejo y abordaje de los machos

La manipulacién de machos solo se realiz6 para una TRA: inseminacion intracervical
(IAC) y para considerarla como una opcion para el mejoramiento genético de un hato, primero
tuvimos g estar seguros de contar con carneros de alta genética. En OVITEC se procedio de la
siguiente manera: se reunieron los mejores carneros de todas las fincas (alrededor de 15
fincas) en una sola finca (Cerro Negro) donde se realizd la seleccién de esos machos

reproductores.

2.3.1 Seleccién de carneros

La seleccion de carneros reproductores consistio en separar los animales en 6
categorias (Top A, Top, Uso Estancia, Superior, Mejorador e Iniciador), para esto se
observaron caracteristicas fenotipicas (por observacion y palpacion) como: calidad de la lana

(Figura 3), conformacién general, conformacion de patas, pezufias, conformacion de cabeza,
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cobertura de lana en cara (se busca cara limpia, sin lana), escroto, testiculos, epididimo,
prepucio, buen estado de salud en general, entre otras. Esta clasificacion la realizaron
especialistas en el campo y se compararon con las caracteristicas genéticas conocidas, en el
caso de los ya maduros, principalmente la descendencia que haya producido, en el caso de los

primerizos su ascendencia o pedigri (Evans & Maxwell, et al., 1990).

Los carneros Top A y Top (38 animales, algunos ya habian sido utilizados en afios
anteriores) son usados como reproductores y todos son producto de IA por laparoscopia
(semen MPM australiano) o de transferencia de embriones (importados de Australia). Esos 38
carneros son los que compusieron el “catalogo de semen” y luego fueron repartidos (para

realizar IAC) segun las necesidades de cada finca.

2.3.2. Entrenamiento de carneros

El primer dia consistié solamente en colocarles bozales y amarrarlos (Figura 4) para
gue se acostumbren a la sensacion, este paso es de suma importancia ya que es lo que nos va a
permitir la correcta restriccion, necesaria para su manipulacion durante los dias de colecta de
semen. En la tarde se empez6 a manipular con caricias, masajes y palabras, de manera que se
fueran acostumbrando a la presencia humana, se alimentaron bien y se les brind6 un buen
confort. Se requirio de hembras en celo, que se indujeron con estrogenos a dosis de 0.5 cc
intramuscular (IM) de cipionato de estradiol 3-4 dias antes, como lo recomienda Gibbons &
Cueto (2007). Luego se confirmd mediante el uso de carneros maduros y se colocaron en
cepos con los carneros en entrenamiento alrededor de ellas, ya que la vision y el olfato son
muy importantes durante el proceso de aprendizaje del comportamiento sexual, incluso se

realizd la monta mientras los demas observan (Evans & Maxwell, 1990; Aguirre et al., 2005).
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Este proceso tardd una semana completa ya que no solo se entrenaron a los animales
sino también al personal humano y paralelamente a esto también se capacito a la gente a

montar el laboratorio y todas las funciones a realizar dentro del mismo.

Una vez seleccionados los machos de mayor genética, se dividieron en subgrupos, cada
uno con destino a fincas diferentes, segln sus caracteristicas fisicas y la utilizaciéon en afios

anteriores para evitar problemas de consanguinidad.

Figura 3. Seleccion de carneros Figura 4. Entrenamiento de carneros

2.3.3. Reparticién de carneros

Antes del inicio de la época reproductiva (de manera anual), técnicos de OVITEC se
reunieron en cada finca, discutieron los aspectos a mejorar y las metas que deseaba alcanzar
cada productor. Es con base en estas metas (que incluyen caracteristicas especificas a mejorar
en sus animales) que se realizd la seleccion de los carneros para cada finca individualmente,

funciona, por asi decirlo, como un catalogo de carneros en pie, no de semen.
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2.3.4. Carneros marcadores (Retajos)

Los carneros destinados para este proposito fueron vasectomizados. La cirugia se
realiz6 1 mes antes del inicio de la IA. Su funcién fue basicamente detectar diariamente las
hembras en celo, las cuales eran inseminadas ese mismo dia. La cantidad de marcadores

utilizados fue de 7% del total de las ovejas.

El método por el cual se detectan las ovejas en celo fue utilizando un arnés con
dispositivo de pintura en el pecho de los machos marcadores (Figura 5), el cual les deja una
marca visible en la grupa a las hembras montadas (en celo); se debe tener en cuenta las
consideraciones especificas segun el dispositivo a utilizar, ya que el resultado depende de la

temperatura ambiental.

Todos los dias en la mafiana se reunieron las hembras correspondientes segun el
protocolo de sincronizacién de celo y se realizd la seleccion. Las elegidas debieron ser
inseminadas durante ese dia y por ningun motivo se dejaron para el dia siguiente. Los arneses
fueron revisados y ajustados en este mismo momento (a diario) segln la necesidad de cada

carnero para asegurarnos el buen desempefio de los ejemplares (Figuras 6 y 7).

Figura 5. Carneros marcadores con arneses
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Figuras 6 y 7. Reacomodo de arnés diario

2.4. Manejo y abordaje de las hembras

2.4.1. Condicién de las hembras

Se contd con hembras de buena condicién corporal (en este caso de 2.5-3.5) y que
gozaban de buen estado de salud (dientes, patas, ubre, vulva) (Fierro et al., 2005; Olivera &
Gil, 2005; Latorre & Sales, 2010) y el destete se llevo a cabo 8 semanas antes de iniciar el
proceso de 1A, lo cual concuerda con lo dicho por Evans y Maxwell (1990) y ademas no se

realizd ningun otro manejo estresante durante 2 meses post IA (como esquila o bafios).

2.4.2. Técnicas Reproductivas Asistidas

2.4.2.1. Inseminacion Artificial Intracervical con Semen Fresco

Como protocolo de sincronizacion de celos se utiliz6 una sola dosis de prostaglandinas
(Pg), ya que se contaba con un nimero muy grande de animales a inseminar (sobre 30 mil); el
uso de doble dosis significaba grupos de mas de 5 mil animales en un solo dia para lo que se

requeria de 3-4 equipos de personal e instalaciones de mayor envergadura, lo cual habria sido
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imposible. Por lo tanto, por aspectos practicos el protocolo de eleccion fue el de 1 sola dosis

de prostaglandina F 2 alfa (PgF2a) (Figura 8).

La dosis utilizada fue de 125 mg (1 cc de Cloprostenol IM, Ovolute®) y la deteccién

de celo se hizo con carneros vasectomizados (Gibbons y Cueto, 2007).

Como Gibbons (1995) menciona, con este protocolo de sincronizacion los celos se
presentan mas dispersos que con otros tratamientos, por lo que la 1A se realizO previa
deteccion de celos y no fue necesario mantener en ayuno a las hembras antes del

procedimiento.

Dia: 0 12 14 15
l | | |
I I I |
1ccPgIM Introducir marcadores Marcadores Inicio 1A
sin arneses con arneses

Figura 8. Esquema de protocolo de IAC

En cuanto al montaje del laboratorio lo primordial siempre fue la limpieza y
desinfeccion de toda el area y equipo a utilizar; se realizaba diariamente todas las veces que

fuera necesario.

Se iniciaba determinando la seccion limpia del laboratorio (donde se realiz6 la dilucién
y evaluacion de semen), sucia (desarmado de vaginas ya utilizadas), de lavado, fuente de calor
(calentador ambiental, que debe mantener la temperatura del laboratorio segiin Gibbons -1995-
entre 20-25°C sin corrientes de aire) y fuente de calor para hervir agua (leche descremada -

Figura 11 - y vaginas artificiales).

Para realizar la extraccion de semen se utilizdé una vagina artificial (VA), que se armé

de la siguiente manera:
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1. Se colocd el hule (latex) dentro de la VA (tubo de aluminio) y se fijo por el extremo
inferior con una liga.

2. Se llend de agua alrededor de 45-50°C (para que la temperatura externa, en contacto
con pene, sea la ideal: 36-38°C), entre vagina y hule (la parte interna del hule, la cual
entra en contacto con el semen nunca debe entrar en contacto con el agua o cualquier
otra sustancia espermicida) (Evans y Maxwell, 1990; Gibbons & Cueto 2007).

3. Se fijo la parte superior del hule con otra liga.

4. Se coloco el vaso colector dentro del extremo inferior del hule ya sujetado.

5. Se inflé la vagina por la valvula reguladora de presion.

6. Se verificd que hubiera suficiente presion.

7. Se lubrico la parte superior del hule por donde se introducira el pene (gel estéril, no
espermicida)

8. Se envolvio el vaso colector (temperado) con papel desechable.

9. Se introdujo toda la vagina en la manga protectora que es de un material especial,
disefiada para aislar la temperatura, luz y polvo.

Siempre fue de suma importancia que la vagina estuviese limpia y seca antes de cada
recoleccion. Se lavo perfectamente, enjuagd con agua destilada y seco exhaustivamente entre
carneros. Ademas de que todo material que entré en contacto con el semen se calentd a
alrededor de 30°C (Evans y Maxwell, 1990); en este caso se mantuvieron proximos al
calentador de ambiente.

El procedimiento de extraccion utilizado fue el siguiente:

1. Se empez0 acercando el carnero a la oveja en el cepo (previamente esquilada en su

region perivulvar para evitar contaminacion) y se le dio su tiempo para que se
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estimulara solo, la persona encargada de la extraccion se colocd a un lado de los
animales, listo para la manipulacion del animal y de la vagina artificial.
2. Se limpio con toalla desechable el prepucio (Figura 9).
3. En el momento que el carnero saltd se colocO la vagina artificial de manera que
quedara casi a la misma altura que la de la oveja, se introdujo el pene (Figura 10).
4. El caracteristico golpe de rifidén indicaba que ya habia eyaculado e inmediatamente se
volvié a colocar la VA en posicién vertical y se abrid la valvula para que salga el aire y
todo el semen fuera depositado por vacio en el vaso colector (Evans y Maxwell, 1990)
Si algun carnero realizaba dos saltos seguidos, estos se recogian y se llevan al
laboratorio, pero se debia tener presente a ese animal para evitar un futuro desgaste,
proporcionandole a ese ovejo un dia méas de descanso (Evans y Maxwell, 1990). Todo este
proceso tomaba alrededor de 1-3 min dependiendo de la libido, cansancio y distracciones, del
carnero.

Se utiliz6 a cada carnero 4 dias seguidos, en promedio seguidos de 2 dias de descanso.

Figura 9. Limpieza de prepucio Figura 10. Extraccion de semen
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La técnica de dilucion de semen utilizada fue la siguiente:

1. Se extrajo la vagina de la manga protectora.

2. Se retir6 el vaso colector con cuidado de que no caiga agua ni polvo, bien envuelto en
el papel desechable y cubierto con la mano para mantener la temperatura y proteger de
la luz.

3. Se midié el volumen del eyaculado y se observaban caracteristicas macroscopicas (olor
color, consistencia).

4. Se procedia a observar al microscopio una gota a 40X en un portaobjetos temperado y
se determinaba la motilidad u onda de movimiento de los espermatozoides (EPZ), se
midié segun la onda de movimiento caracteristica del semen cuando se observa al
microscopio que incluso puede ser observado simple vista; este es el método mas
sencillo de determinar la motilidad cuando se trata de material fresco.

A la consistencia-color y motilidad se les asigné una calificacion subjetiva del 1-5
(Cuadro 1) donde 1 es malo y 5 es muy bueno. Todo lo que fuera clasificacion 4 y 5 fue
utilizado para 1A, de 3 0 menos se desechaba por las posibilidades de dar menor fertilidad
(Evans y Maxwell, 1990).

Recordatorio: todo el material que entr6 en contacto con el semen debio estar

temperado y libre de agua, desde pipetas y portaobjetos hasta componentes de la VA.



20

Cuadro 1. Sistema de calificacion segun movimiento en masa

Calificacion Clase Descripcion

5 Muy buena  Densa, rdpido movimiento en ondas, no se logra observar
EPZ individuales, >90% activo.

4 Buena Movimiento vigoroso, pero menor que el de calificacion 5,
70-90% activo.

3 Pasable Solo hay ondas de movimiento lento. Se observan EPZ
aislados, 40-65% activo.

2 Pobre No se ven ondas, se observan EPZ individuales en
movimiento, 20-40% activo

1 Muy pobre  Menos del 10% EPZ activos, pero movimientos muy
débiles

0 Muerto No hay movimiento aparente

(Evans & Maxwell, 1990; Youngquist & Threlfall, 2007)

En cuanto a la concentracion, no se realizdé su medicion como tal, es decir en conteo

(hemocitometro, etc.), pero si se realizd por métodos basados en la consistencia, apariencia del

semen y lo observado al microscopio para movimiento en masa (Cuadro 1) (Evans y Maxwell,

1990).

La consistencia del semen depende de la proporcion de sus componentes: EPZ y

plasma seminal; donde las de mayor consistencia presentan mas EPZ y las de menor tienen

menos y por lo tanto son mas acuosas (Cuadro 2) (Evans y Maxwell, 1990).



Cuadro 2. Concentracion de semen segun su consistencia

Clasificacion Consistencia N° de EPZ ( x10°) por ml
Media Valores extremos
5 Cremosa 5.0 4.6-6.0
4 Cremosa lechosa 4.0 3.5-45
3 Lechosa 3.0 2.5-35
2 Poco lechosa 2.0 1.0-25
1 Turbio 1.0 0.3-0.9
0 Acuosa Insignificante

(Evans y Maxwell, 1990)
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5. Segun los valores obtenidos con los Cuadros 1 y 2 se procedio a diluir (1:1 — 1:5), con

leche descremada previamente calentada en bafio maria (de agua hirviendo, sin que

salpique dentro de la leche) por 8 minutos; esto, segun Evans y Maxwell (1990),

inactiva los factores tdxicos de la fraccion proteica (no se debe hervir) y luego se

mantiene a 30°C (Figura 11).

Existen varias posibilidades de diluyentes, pero la leche descremada representa el

método mas sencillo, por la disponibilidad. La dilucién (con ambos componentes a 30°C) se

realizd con una pipeta calibrada, se aspir6 la cantidad adecuada de diluyente (segun el grado

de dilucidn necesaria) y se adiciono al semen, nunca a la inversa porque se pueden alterar los

EPZ y por lo tanto su motilidad (Evans y Maxwell, 1990). Se adicion0 lentamente y por las

paredes del envase, nunca directa o bruscamente.
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Figura 11. Leche descremada en bafio maria a 30°C

6. Se colocd papel de aluminio para tapar el vaso colector y protegerlo de la luz y el
polvo.

7. Se posiciond el semen diluido ya listo para inseminar en bafio maria a 30-32°C (en el
mismo de la figura 11) y se mantuvo ahi hasta ser utilizado, con el fin de mantener la
temperatura constante.

Nunca se realizaron cambios bruscos de temperatura, de ser necesario se realizaron de
poco en poco. Pero preferiblemente se dejo que baje la temperatura paulatinamente y se revisé
la viabilidad del semen luego de esos cambios. Siempre se mantuvieron 1-2 saltos en el bafio
ademas del (los) que esté en el termo del (los) inseminador(es). Por cualquier eventualidad de
gue se regara, cayera, quebrara, de esta manera nunca quedaron espacios de tiempo en que no
se esta inseminando.

En cuanto al equipo que se utiliz6 para la IAC fue sumamente sencillo: vaginoscopio
sencillo, fuente de luz de cabeza (o vaginoscopio con fuente de luz incorporado), la pistola de

inseminacion (Figura 12) y toallas desechables (Evans y Maxwell, 1990).
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Figura 12. Pistola de inseminacién

El método maés sencillo y répido para la sujecion de las hembras era sostenerlas en
posicion de estacion, de pie (aunque este es preferido para inseminacion artificial intravaginal
-IAV- y no tanto para IAC) (Evans y Maxwell, 1990). En este caso se contd con un amplio
corral, con una manga a cada lado que desembocaba en el carrito para IAC en el que se colocd
la oveja (extremo caudal de la oveja queda viendo hacia la ventana de inseminacion y el
craneal hacia la puerta solo sostenida por el operador), se desliz6 hacia la ventana de
inseminacion, el operador sujetd la cola levantada, se procedi6 con la IAC y se dejo libre la
oveja (el operador la soltd) (Latorre & Sales, 2010).

La técnica IA utilizada fue la siguiente:

1. Cada inseminador contaba con su termo con agua a la misma temperatura a la del bafio
maria (30-32°C) donde se mantenia el semen. Un ayudante se encargaba de que
siempre tuvieran semen en sus termos y de indicarles a los realizadores de saltos
cuando se requeria uno nuevo.

2. Se limpid la vulva con toalla desechable de uso Unico.
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3. Se introdujo el vaginoscopio por la vagina, no es necesario lubricar ya que la hembra
en celo esté naturalmente lubricada.

4. Se ubico el cérvix (normalmente ubicado en la base de la vagina) (Figura 13).

5. Se coloco la punta de la pistola de inseminacion (que siempre debe estar, limpio, seco
y temperado) lo méas profundo posible en cérvix sin emplear fuerza, se extrae un poco
el vaginoscopio (que permite el cierre de la vagina anterior y evita reflujo seminal) y se
deposité un volumen de 0.2 ml de dilucién, que equivalian a tres gatillazos
(previamente calibrados), esto para que se dividiera la dosis completa de inseminacién
en tres partes y asi evitar un posible reflujo-desperdicio de semen, ademéas de una
subdosificacion en la inseminacion (Figura 14).

6. Se retird el inyector y luego el vaginoscopio.

7. Se limpid el equipo entre oveja y oveja y se dejo el inyector cerca de bolsa de agua
caliente para mantener temperado.

8. Se llevé registro de cuantas ovejas se inseminaron por cada salto del carnero, de esta
manera se puede comprobar que la dilucién estuvo bien realizada.

Todo el proceso de IA se dio de manera fluida y no se detuvo nunca por falta de

semen, sin someter a estrés a las ovejas inseminadas (ej.: perros, gritos, manejo brusco).



25

Figura 13. Cérvix observado con Figura 14. Inseminacion
vaginoscopio Artificial Intracervical

En este proceso de IAC, se cont6 con carneros repasadores (de buena genética, similar o
un poco inferior a la de los de extraccion de semen) que son los que se afiadieron a las
hembras inseminadas 15 dias post IA, con el fin de poder determinar por medio de ultrasonido
la edad de la prefiez y poder separar corderos nacidos de IA o de monta natural (MN) Gibbons

y Cueto (2007).

2.4.2.2. Inseminacion Artificial por Laparoscopia con Semen Congelado

Para la sincronizacion se utilizaron métodos farmacoldgicos basados en utilizacién de
progestagenos (esponjas de 60 mg de medroxiprogesterona) y dosis inyectable de 300 Ul IM
de gonadotropina corionica equina (eCG) (Novormon®) al retiro de las esponjas (12 dias
posterior a su colocacion) (Figura 15). El sistema de IA utilizado fue a tiempo fijo (IATF), que
segun Olivera et al. (2007) evita la deteccion de celos y permite organizar la mano de obra
necesaria mas eficientemente. La IA se realizo 48-54 horas post-retiro de esponjas (Gibbons,

1995).
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Las esponjas fueron colocadas con unas pinzas largas, ademas vienen equipadas con
un hilo, que permanece expuesto durante todo el tratamiento, para facilitar su posterior retiro.

Se realizo desinfeccion de la pinza entre una oveja y otra.

Si las esponjas quedan colocadas correctamente, el indice de pérdidas no debe superar
el 1-2% (Evans & Maxwell, 1990). Es importante revisar bien estas hembras con espéculo
para asegurarnos que no quede con el dispositivo dentro y que nada méas hayan perdido el hilo

0 que no haya quedado expuesto.

Dia: 0 12 14
| I I
I I I
Colocar Retirar esponja IATF
esponja 300 UleCG IM 48-52 horas post retiro
de esponja

Figura 15. Esquema de protocolo de 1AL

En el laboratorio de inseminacion se contaba con:

- Calentador de agua a 35°C para descongelar semen.

- Tubos de ensayo para depositar el semen y cargar dosis.

- Bafio maria en 30-32°C para mantener el semen descongelado en tubo de ensayo

temperado.

- Microscopio objetivo 40X para evaluacion de semen, cubre y portaobjetos.

- Pipeta de inseminacion con aguja hipodérmica de 5 mm (Robertson®), se une a jeringa

de 1.0 ml para la aspiracién correcta de dosis y su expulsién (Evans y Maxwell, 1990).

- Solucidn salina para limpiar inyector.
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- Laparoscopio con 2 trécares y canulas, unos para la camara (fuente de luz y cable de
fibra Optica) con conduccion de gas y valvula de dos vias (por si es necesario insuflar
para mejor visualizacion de 6rganos) y otro para la pipeta de inseminacion (Evans y
Maxwell, 1990); todo este material estuvo sumergido en solucion esterilizante antes de

empezar y entre oveja-oveja y entre semen-semen.

- 2 Camillas de volteo, que permite agilizar el proceso: mientras se insemina a una oveja,

los operarios estan fuera del laboratorio preparando a la siguiente.

- Tanque de didxido de carbono para insuflar.

- Amonio cuaternario (puede ser solucion yodada) para desinfectar entre oveja y oveja.

Para la sujecion de ovejas se utilizaron las camillas de volteo (Figura 16) que estaban
equipadas para sujetar las ovejas de los corvejones y contaban con unos ganchos delanteros
para sujetar los miembros anteriores; las ovejas se colocaron en decubito dorsal. Una vez que
se rasuraron y desinfectaron se introdujeron al laboratorio (que estd a puerta cerrada para

mantener temperatura alrededor de 20°C con calentador ambiental) (Figuras 17 y 18).

Figura 16. Camillas de volteo
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Figuras 17 y 18. Sujecion de ovejas para IAL

Para la descongelacién del semen se procedio de la siguiente manera:

1. Se descongelaron las pajillas de semen en calentador de agua (35-37°C) por 40-60

segundos.

2. Se corto el sello de las pajillas.

3. Se colocaron dentro del tubo de ensayo en bafio maria o bafio en seco, donde se

mantuviera la temperatura del semen constante.

4. Se cortaron los sellos de algodon y se depositd todo el semen en el tubo (se soplan de

ser necesario para sacar todo el semen).

5. Se observo una gota al microscopio para asegurarnos de la viabilidad del semen (debe

de haber un 50% motil).

6. Para la dosis de inseminacion se cargd primero alrededor de 0.1 ml de aire em el
inyector (Figura 19), luego se introdujo dentro del semen y se aspir6 la misma cantidad

de semen vy se repitié (0.1 ml de aire y 0.1 ml de semen), de manera que gquedaran las
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dos columnas de semen separadas por un burbuja de aire (Figura 20). La dosis total es

de alrededor de 0.2-0.25 ml de semen por pajilla.

Figura 19. Inyector unido a jeringa Figura 20. Dosis de semen
de 1.0 ml.

Los pasos de la técnica de inseminacion utilizados se describen a continuacion:

1. Se depil6 la zona alrededor de la ubre y los primeros 10-12 cm del abdomen (Evans y

Maxwell, 1990).

2. Se limpio con jabon antiséptico.

3. Se desinfect6 con alcohol-yodo.

4. Se realiz6 una incision superficial (solo piel) de 1 cm de largo a unos 3 cm de linea

alba con bisturi (este paso se puede omitir).

5. Se introdujo el primer trocar a la izquierda de la linea media en direccion caudal para
evitar lesionar 6rganos de la cavidad abdominal o grandes vasos, seguidamente se

intercambi este por la lente.

6. Se insuflé la cavidad abdominal que facilita la introduccion del siguiente trocar a la

derecha de la linea media, la cantidad de gas fue apenas la necesaria para poder
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visualizar y no demasiada como para provocar molestias en el animal (Evans y

Maxwell, 1990).

7. Con la ayuda de las pinzas se ubicaron y acomodaron los cuernos uterinos para la

inseminacion.

8. Se reemplazo el trocar derecho por el inyector cargado con semen en el lado derecho

del animal.

9. Se depositd media dosis en cada cuerno, esto fue mas facil al tenerla separada por una

burbuja de aire.

10. Se desinsuflé la cavidad por orificio para introducir los trocares, se retiraron todos los
instrumentos y aplico una pequefia cantidad de aerosol larvicida en cada herida (Evans

y Maxwell, 1990).

11. Se limpi6 el inyector entre oveja y oveja con solucion salina estéril temperada a bafio

maria, en el mismo donde se mantiene el semen (Evans y Maxwell, 1990).

12. Se llevd registro de datos, cuantas y cuales ovejas fueron inseminadas con cada carnero
(semen congelado). Después estos pueden ser comparados con los nacimientos y
darnos una idea de la capacidad de los sementales individualmente (Evans y Maxwell,

1990).

Fue de suma importancia la reduccion de estrés y el aporte de muy buena nutricion a
las ovejas recién inseminadas, que probablemente dio un efecto directo sobre los porcentajes

de fertilidad.
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2.4.2.3. Transferencia de embriones

Para el proceso de transferencia embrionaria (TE) se cont6 con dos grupos de animales
(las donantes y las receptoras) y consistio en la produccion de multiples embriones, con la
ayuda de protocolos hormonales de superovulacion en cada donante (de muy alta genética),
los cuales se transfirieron a varias hembras receptoras (de menor genética, sanas y buenas

madres) (Youngquist & Threlfall, 2007; Gibbons & Cueto, 2010).

Los criterios de seleccidon aplicados fueron bastante diferentes entre donantes y
receptoras. La eleccion de las donantes se baso principalmente en su valor genético y las
caracteristicas propias de la raza manejada en cada sistema de produccién que se desean
mejorar (esto aplica igual para la eleccién de macho, sea semen fresco o congelado). Se
prefirié que fueran hembras adultas que hubieran tenido al menos un parto y que tuvieran al
menos 2 meses post parto (para evitar una baja en produccion embrionaria). A pesar de que se
habrian podido utilizar corderas, era imperativo que hubieran alcanzado el 75% de su peso
adulto, ya que se espera prefiar a las hembras inmediatamente posterior a la recolecta de

embriones para disminuir posibilidad de adherencias (Gibbons & Cueto, 2010).

En cuanto a las receptoras se escogian hembras adultas, que hubiesen llevado a cabo
gestacion(es) previa(s), con partos exitosos y buenas lactancias, en resumen, hembras

probadas como muy buenas madres (Gibbons et al., 2010).

En general, al igual que en las demas TRA, todos los animales utilizados debian ser
animales de buen estatus nutricional (condicion corporal), sanitario y reproductivo. Las
pruebas laboratoriales requeridas (Aftosa, Brucelosis, parasitosis, etc.) se debian realizar con

antelacion. De igual manera, si fuera necesario recurrir a instalaciones extrafas y/o realizar
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mezcla de animales de diferentes lotes se debia permitir a los animales un periodo de
aclimatacion de al menos 1 mes, para evitar que el estrés afectara la respuesta a los protocolos

hormonales (Gibbons & Cueto, 2010).

La identificacion y toma de registros fue de suma importancia, si se debia identificar
animales (aretes, tatuajes, etc.); al igual que realizar desparasitaciones, vacunaciones 0
cualquier manejo que represente situaciones de restriccion estresantes para los animales; se

hizo con al menos 1 mes de anticipacion (Gibbons & Cueto, 2010).

El protocolo completo al que fueron sometidas las 24 donantes y 350 receptoras es el siguiente
(Figura 21):

Donantes

Dia: 0 6 11 12 13 14 15 16 20 21

l l | | l l | l | |

| | I | | I I 1 |
8 am colocar  Esponja —T 24 cc 18 cc Retirar T TccFSHIM  2dadosis  AYUNO Lavado

esponja 1 ccPaFa FSHIM FSHIM 1-2ccFSHIM IA laparoscopia uterino
| | 1cceCGIM
6 pm 24 cc 1.8 cc 1.2 cc 1cc FSHIM 1era dosis
FSH IM FSHIM FSHIM AYUNO IA laparoscopia
Marcadores
9 pm Anota hora celos
Receptoras

Dia: 0 13 14 20 21

l 1 | |

[ [ T
8 am colocar Marcadores AYUNO

esponja Observacion de celos am-pm
Transferencia
3 pm de embriones
Retirar esponja

6 pm 2cceCGIM

Figura 21. Esquema de protocolo de TE



Para la preparacion quirargica de las donantes se procedio de la siguiente manera:

1. Sedacion con 0.5 ml de Xilacina IM
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2. A los 10 minutos de inyectado el sedante se colocé al animal en la camilla y se

procedié a la depilacion del area y desinfeccidn quirurgica (alcohol-yodo).

3. Seguidamente se aplicd anestesia con Tiopental (1g diluido en 10 cc de suero

fisiol6gico) a una dosis de 0.7 cc por cada 10 kg de peso vivo.
4. Se colocaron campos estériles desechables.

El procedimiento quirdrgico de lavado de embriones se realizd de la siguiente forma:

1. Se realiz6 una incision de 3-4 cm de largo cortando solo la piel con el bisturi, a 2

cm de la linea media (paramediano derecho).

2. Se debridd con tijera roma.

3. Se perfor6 cavidad abdominal con tijera aguda (con cuidado de no lacerar 6rganos

internos), se abrieron las tijeras para agrandar la incision hasta poder introducir dos

dedos. Luego se desagarrd la pared con los dedos hasta crear una apertura de 4-5

cm. Se prefirié desgarrar a utilizar el bisturi, ya que permite que la apertura siga las

fibras musculares en lugar de incidirlas, lo cual resulta en menor sangrado y facilita

la sutura y cicatrizacion.

4. Se localizo el utero con 2 dedos, se atrapd un cuerno entre los dedos y suavemente

se exteriorizd. Luego se expusieron los cuernos desde la bifurcacion.

5. Desde el primer momento en que el Gtero se expuso hasta que se volvid a colocar

en cavidad abdominal, se mantuvo humedo con un atomizador de solucion salina

heparinizada (0.5-1L por animal).
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Se sujetd el utero con gazas estériles alrededor de la incision para evitar que se
devolviera a la cavidad abdominal durante el lavado (Figura 22).

A nivel de bifurcacion uterina, donde comienza el cuerno, se introdujo la pinza
hemostatica hasta llegar a lumen, solo con el fin de realizar un orificio (Figura 23).
Por el orificio realizado se introdujo la sonda Foley calibre 8, se colocd en posicion
y se infl6 el balon (1-2 cm de incision). No debe ser muy adentro para poder lavar
bien todo el cuerno, ni muy afuera para evitar desgarre del tejido uterino.

Al otro extremo de la sonda Foley se coloco el plato de Petri para recoleccion de
embriones

Se introdujo el catéter calibre 18 en apice del cuerno, cerca de la unién utero-
tubérica, en el mismo cuerno uterino donde se colocé la sonda Foley y se retiro el
estilete. Se produjo presion gentilmente en el punto de insercion del catéter, y se
mantuvo hasta retirarlo, para evitar reflujo del liquido.

Se adaptd una jeringa de 20 ml de plastico con la solucion buffer de fosfato (en
total 40 cc en cada cuerno) en el catéter para lavado de embriones. La solucidn se
hizo correr por todo el cuerno acarreando los embriones y se dejé salir por la sonda
Foley en la base de los cuernos hasta el plato de Petri.

Se realizé un suave masaje (en forma de ordefio) en el cuerno para asegurarse de
extraer todo el liquido dentro del cuerno con embriones.

Se retird la sonda Foley y se realizé un punto en X (Vycril 3-0) en la serosa y el
miometrio, se retird el catéter y se repitio el procedimiento en el otro cuerno.
Ambos platos de Petri se le pasaron al encargado de embriologia que procedio a su

busqueda y clasificacion.
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15. Se suturaron el peritoneo y el musculo con 3 puntos en X (Vycril 1, aguja roma)

16. Se suturd piel con 2 puntos en U.

17. Se aplico aerosol larvicida y 3 cc de Penicilina-Estreptomicina IM + 1 cc de
prostaglandina f2a IM (Gibbons & Cueto, 2010).

Todo el procedimiento anterior se resumen ilustra en la Figura 24.

Figura 23. Pinza hemostatica en base de cuerno uterino
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Figura 24. llustracion de lavado de un cuerno uterino

(Youngquist & Threlfall, 2007)

La busqueda y clasificacion de los embriones se realizé a un aumento de 10X con un
estereoscopio y en la placa de Petri en la que fueron recuperados (Figura 25). El ambiente de
manejo de embriones se mantuvo a temperaturas superiores a 20°C y los embriones se
tuvieron sobre platinas térmicas (Figura 26) en todo momento. Las placas de petri se revisaron
varias veces ya que algunos embriones pueden encontrarse flotando o inclinados y
“esconderse” durante la primera revision. Conforme se iban encontrando, con la ayuda de una
micropipeta se iban pasando a otros platos con medio de “holding” para su mantenimiento,
hasta su transferencia o bien su congelacion (no pasé mas de 2 horas de su recuperacion y su
siembra-congelacion). Todo lo anterior se realizo en las mejores condiciones de esterilidad

posibles (Gibbons & Cueto, 2010).
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Se continuo con su clasificacion, en aumento de 10-40X en el estereoscopio, se basé
en aspectos morfoldgicos (integridad de membrana pelucida y esfericidad, con células claras,
de contorno regular, con ausencia de opacidad: signo de degeneracion celular) y se
clasificaron en un rango que iba de 1-5 de acuerdo con los estandares de la International
Embryo Transfer Society (IETS, 2010; Gibbons & Cueto, 2010). Con la ayuda de una pipeta
de vidrio se movian para observarlos en diferentes posiciones y de diferentes angulos. Dado
que el embrion debe tener un desarrollo acorde con el dia de colecta, solo se aceptaban

embriones con un méximo de 24 horas de retraso (Gibbons & Cueto, 2010).

Figura 25. Busqueda de embriones Figura 26. Embriones sobre plantilla térmica

Para la técnica de siembra de embriones en receptoras se utilizé el procedimiento semi-
quirdgico, que combina el uso de laparoscopia con exteriorizacién de la punta del cuerno

uterino ipsilateral al ovario con CL (Gibbons & Cueto, 2010; Youngquist & Threlfall, 2007).

La preparacion quirurgica se realizé de la siguiente forma:

1. Se anestesio con 1.7 cc de combinacién Ketamina-Xilacina (1.5 cc de Xilacina en un
frasco de 50 cc de Ketamina) 1V en vena yugular. Apenas el animal se desvanecia se
trasladaba a la camilla.

2. Se realizaba la depilacion del area y desinfeccion quirargica (alcohol-yodo).
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El procedimiento quirdrgico utilizado fue el siguiente:

1. Se depil6 la zona craneal a la ubre, unos 5 cm de largo y ancho a ambos lados de la
linea media (2 cm de ella).

2. El éarea depilada se desinfect6 quirdrgicamente (alcohol-yodo).

3. Se realiz6 una incisién superficial (solo piel) de 1 cm de largo a unos 3 cm de la linea
alba del lado derecho del animal (lado izquierdo del cirujano).

4. Se introdujo el trocar y luego se colocé la cdmara. Del lado izquierdo del animal se
realiz6 una incisién de 1.5 cm. de largo con el bisturi donde se introdujeron pinzas para
manipular cuernos de manera que se visualizaran ambos ovarios por medio del
laparoscopio (Figura 27). El ovario que presentaba mejor respuesta (mas y mejores
cuerpos luteos - CL-) es el que definia en cual cuerno se sembraria el embrién, ya que
segun Gorlach (1999) el embrién al ser colocado en el cuerno ipsilateral al cuerpo
liteo presenta una accién antiluteolitica favorable para su supervivencia. Si los ovarios
estaban atrésicos o con respuesta insuficiente se rechazaba la oveja como receptora y
no se siembra ningin embrién (Gibbons & Cueto, 2010).

5. Se exterioriz6 el extremo del cuerno uterino seleccionado con las pinzas uterinas.

6. Lo mas cerca de la union atero tubarica se realizo una pequefia puncion con un clip
metalico previamente esterilizado por la cual se introduce la pipeta Tomcat o catéter
para fertilizacion in-vitro con la que se depositaba el embrion.

7. Se reposiciond el utero.

8. Se suturo un solo plano con un punto simple.

9. Se retird la caAmara sin suturar.
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10. Se inyectaron 2 cc de Penicilina-Streptomicina IM y de ser necesario Meglumine
Flunixin, para evitar lutedlisis por exceso de manipulacion.

11. Se aplico aerosol larvicida en ambas heridas.

Figura 27. Manipulacién de cuernos para
observar la respuesta ovulatoria
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente, el ganado ovino es de las especies pecuarias méas versatiles en cuanto a:
1) adaptabilidad a diversos ambientes y 2) proveernos de varios productos. Se debe tomar en
cuenta la gran variabilidad que presenta esta especie segun sus razas, por ejemplo, la raza,
Booroola Merino por parto puede producir 6 crias en comparacion con la gran mayoria de
razas que dan de 1-3 crias por parto. Por lo tanto, una lista de recomendaciones no puede ser
aplicada para todas las producciones, ya que estas deben de ser especificas segln los animales
disponibles y deseados. El diagnostico, planes y metas se deben desarrollar especificamente
para las condiciones de cada establecimiento, siempre conscientes de la realidad que rodea

(Youngquist & Threlfall, 2007).

3.1. Deteccién de celos

Para asegurar el éxito de las IA es claro que la deteccidn de celos debe realizarse de
forma oportuna, de manera que se identifique la mayor cantidad de hembras en celo posible.
Para esto existen dos posibilidades: utilizar celo natural (con su deteccion) o utilizar
sincronizacion de celo (SC). En la segunda opcion: debemos detectar celo o proceder a tiempo
fijo (Evans & Maxwell, 1990). Ahora bien, ambas técnicas presentan ventajas y desventajas

(Cuadro 3):
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Cuadro 3. Ventajas y desventajas de utilizacion de celos naturales contra
sincronizacion de celos

Ventajas Desventajas

Celo natural ~ Bajo costo econdmico (Evans  Disponibilidad de equipo humano
& Maxwell, 1990) o
Detector de celos debe tener experiencia
No agrupa hembras en celo

Se prolongan procesos como los de 1A

Sincronizacion Acorta tiempo necesario para  Alto costo econémico (Evans &

inseminar hatos méas Maxwell, 1990)

numerosos (Evans & Maxwell, ) ) .

1990) Necesidad de uso de dispositivos y/o
farmacos

Facilita manejo de prefiez y
parto (Evans & Maxwell,
1990)

(Evans y Maxwell, 1990; Wildeus, 2000; Pietro et al., 2010)

Basado en la informacion anterior se debe, segun las condiciones especificas de cada

finca/productor/disponibilidad de recurso humano, econémico etc., elegir lo mas apropiado.

3.2. Protocolos de Sincronizacion de celos

Como se ha mencionado las ovejas son reproductivamente estacionarias, la duracién de
su ciclo estral (presente Unicamente en su época reproductiva) es de 17 dias (Wildeus, 2000), y
se divide en una fase luteal del dia 4 al 14 y una fase folicular del dia 14 al 3 del ciclo estral
(Uribe et al., 2009). El estro dura de 24 a 42 horas (Wildeus, 2000) y se cree que el porcentaje
de hembras que entran en celo diariamente es de 6-8% (Evans & Maxwell, 1990) en
condiciones naturales; ademas no manifiestan sintomas claros de celo por lo cual es necesario

emplear carneros marcadores.
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La Sincronizacion de Celos se utiliza principalmente para hacer uso del tiempo y de la
mano de obra con mayor eficiencia (Pietro et al., 2010), ya que favorece que los animales
entren en celo de manera agrupada, donde algunas combinaciones son mas eficientes que
otras, muchas veces dependiendo de la época reproductiva, comportamiento de cada animal,

condiciones de manejo y ambiente, entre otras.

Existen dos métodos de sincronizacién de celos: farmacoldgicos y naturales. La
principal diferencia es que los farmacolégicos agrupan a las hembras en lo que a
manifestaciones de celo se refiere, lo cual permite prefijar el tiempo de las inseminaciones,
con la desventaja de que es mas costoso (fa&rmacos y personal). La forma natural es mas
econdmica pero no agrupa de manera estrecha a las hembras, punto critico en manejos como
los de la Patagonia Chilena con factores como: cantidad de animales, época reproductiva y

excesivas distancias a recorrer entre finca y finca (Wildeus, 2000).

Los métodos naturales consisten basicamente en introducir el macho (entero o castrado
androgenizado) con las hembras que estuvieron aisladas por varias semanas antes; se le
denomina Efecto Macho. Si se destinaran a IA deben ser machos marcadores. Su principal
desventaja es que solo ha sido efectivo en épocas antes del inicio de la época reproductiva;
ademas, es completamente inefectivo en época reproductiva donde las hembras ya estan
ciclando o en épocas de anestro profundo como en época no reproductiva. (Evans y Maxwell,
1990; Wildeus, 2000). La otra posibilidad es el “flushing” nutricional o manipulacion

nutricional a corto tiempo (Wildeus, 2000).

Por otro lado la sincronizacion de celo con farmacos se basa en la manipulacion de la

fase luteal o folicular del ciclo estral de la oveja, donde segin Wildeus (2000), en la fase luteal
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se permite mejor control, ya que su duracion es mayor y ademas la respuesta a la

manipulacion es superior.

Por popularidad los farmacos utilizados para programas de SC se han dividido en dos
grupos: progestagenos y prostaglandinas (o analogos sintéticos). Los primeros simulan la fase
luteal natural de la oveja, mientras que los segundos acortan la duracion del cuerpo lateo (CL)
(Evans & Maxwell, 1990; Uribe et al.,, 2008). Las ventajas y desventajas de estos

procedimientos de SC se detallan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Ventajas y desventajas de los protocolos de sincronizacion de celos
utilizando progestagenos o prostaglandinas.

Ventajas Desventajas

Progestagenos  Utilizable en cualquier época del afio  Mayor costo econémico

(esponjas, etc.)  (no necesita que las ovejas esten o _ 5
ciclando) Posibilidad de induccion de

infecciones vaginales

Excelente concentracion de celos . _
Puede haber dificultad de retiro

Mayor concentracion sanguinea de » .
P4 posterior a la sincronizacion Colocacion tediosa

Prostaglandinas Menos costo economico (Pietro et al, Ovejas deben estar ciclando
o analogos 2010) 3
sintéticos La concentracion de celos es

Aplicacion sencilla (inyeccion) menor (a solo una dosis)

Menor concentracion sanguinea
de P4 posterior a la sincronizacion

(Evans & Maxwell, 1990)

3.2.1. Progestagenos

Se aplican por 12-14 dias durante los cuales no hay ni aparicion de celo ni ovulacion,
2-3 dias posterior a la supresion del tratamiento se da la manifestacion de celo. El tratamiento

cumple la misma funcién que un cuerpo lateo, inhibiendo la liberacién de las gonadotropinas,
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Hormona foliculo estimulante (FSH) y Hormona luteinizante (LH), necesarias para la

manifestacion de celo y ovulacién (Evans & Maxwell, 1990; Raso et al., 2006).

En diferentes estudios se ha demostrado que pueden llegar a ser de 4-20 veces mas
potentes que la progesterona (P4) natural para suprimir el estro y la ovulacién, razén por la
cual pueden llegar a ser efectivos en épocas no reproductivas (Evans & Maxwell, 1990;

Wildeus, 2000; Uribe et al., 2008)

El método méas conveniente de utilizacion de progestagenos es en el que solo se
manipulan los animales dos veces (colocacion y retiro), estos son los dispositivos
intravaginales: esponjas (Figura 28) y Control Interno de Liberacion de Droga (CIDR)
(Figura 29). Al momento del retiro, el mejor resultado se da cuando se complementa el
tratamiento con el uso de hormonas estimulantes de la ovulacion, en este caso se utilizaron
300-500 Ul de gonadotropina del suero de yegua gestante o gonadotropina coridnica equina
(eCG), que segun Evans y Maxwell (1990) y Cordova y colaboradores (1999) es la
gonadotropina exdgena mas utilizada por su larga duracién, solo precisa de una aplicaciéon y la
dosis utilizada (300 Ul) es la recomendada para hembras en estacion reproductiva. Evans y
Maxwell (1990) también recalcan que es un producto de origen animal (natural) que adn con
los mayores esfuerzos para estandarizarla varia considerablemente en su composicién quimica
y por lo tanto, se pueden ver afectados los indices de ovulacion. Wildeus (2000) considera a su
actividad de larga duracion una limitacién, porque causa reclutamiento continuo de foliculos
antrales, lo cual resulta en un gran numero de foliculos anovulatorios; esto ocurre
especialmente cuando se utiliza en dosis para inducir superovulacion, no tanto en dosis Unica.

Wildeus también comenta que los porcentajes de fertilidad son considerablemente mayores
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cuando los progestagenos se combinan con una dosis de eCG. Otra limitacion que presenta la

eCG es que la fertilidad se reduce luego de usos de largo plazo (Wildeus, 2000).

Las esponjas intravaginales utilizadas en este trabajo contienen 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona (MGA), las cuales segiin Evans y Maxwell (1990) son las recomendadas

para ovejas en época reproductiva.

Existen otros métodos como los implantes subcutaneos o los progestagenos orales, que
son otras alternativas aplicables para manejo de celos. Los subcutaneos se colocan a nivel de
la oreja, funcionan de igual manera y tiempo que los intravaginales. Entre las desventajas de
estos productos se encuentra el que a la hora del retiro se requiere hacer una incisién en piel
con bisturi que deja heridas abiertas y susceptibles de infecciones, lo cual no los hace muy
populares. Ademas, en cuanto a los progestagenos orales el principal problema es la

dosificacion (Evans & Maxwell, 1990).

Figura 28. Esponja Figura 29. Control Interno de
Liberacion de Droga

3.2.2. Prostaglandinas (Pq) o andlogos sintéticos

La Pg actla sobre el cuerpo luteo provocando su lisis y un descenso en los niveles de

P4 (secretada por el mismo), que induce un pico de estrogenos y la liberacion de las
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gonadotropinas y por lo tanto el crecimiento folicular y el estro se manifiestan a los 2-3 dias.
El CL solo es sensible a las Pg entre los dias 5-14 del ciclo estral por lo que las hembras que

estén fuera de este rango no responderan a su aplicacion (Evans & Maxwell, 1990).

Para la sincronizacion completa de un hato se requieren dos aplicaciones de Pg a un
intervalo de 7-14 dias, ya que la susceptibilidad del CL a las Pg dependera de su momento en
el ciclo, donde hay etapas en que no son del todo susceptibles a su efecto. El estro aparece
normalmente a los 2-3 dias de la segunda inyeccion (Evans & Maxwell, 1990; Wildeus, 2000).
Wildeus, 2000, recomienda separar las dosis por 11 dias. Sin embargo también existen
protocolos que solo hacen uso de una dosis, realizando deteccion de celos 14-21 dias

postaplicacion (Pietro et al., 2010).

Es evidente que se requiere de la presencia de un CL en el ovario de la oveja para
poder actuar, lo cual genera que una vez aplicada la primera dosis la dispersion de celos sea
muy grande, ya que no todas las ovejas van a estar en fase luteal (no todas tendran CL). La
doble dosis de Pg logra que al momento de la segunda dosis todas las ovejas tengan CL y se

concentren mucho mas las manifestaciones de celo (Pietro el al., 2010).

3.3. Técnicas Reproductivas

Durante la pasantia se trabajo con un total de 30,956 animales, de los cuales un 99,87%
(30,918) fueron hembras y 0,12% (38) machos, todos fueron evaluados (caracteristicas
especificas mencionadas anteriormente) y aceptados para ser sometidos a las diferentes
biotecnologias descritas, lo cual definitivamente contribuyd en la obtencion de muy buenos

resultados que se detallan en siguiente el cuadro:
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Cuadro 5. Resumen de porcentajes de prefiez obtenidos como resultados de las TRA.

Total Total prefiadas % Prefiez
inseminadas/transferidas
IAC con semen fresco 30404 25204 82,9%
IAL semen congelado 309 245 79,3%
TE 205 148 72,2%

Como fue mencionado en varias ocasiones durante este informe se mantuvieron
condiciones de estricta limpieza (esterilidad en procedimientos quirdrgicos) y con
temperaturas ambientales controladas. Ademas los resultados arrojados en este trabajo son

muy similares a los obtenidos en afios anteriores por la empresa OVITEC.

3.3.1. Inseminacién Artificial Intracervical

La obtencién y manejo de semen es una parte muy importante de esta tecnologia.
Diferentes autores mencionan como posibilidades para su extraccion a la vagina artificial y el
electroeyaculador, donde prefieren a la primera por lo siguiente: su rapidez y limpieza, no es
estresante para los sementales, el semen recolectado es de mejor calidad (mejor concentracion)
y representa mayor bienestar animal (Evans & Maxwell, 1990; Foote, 2002; Aguirre et al.,
2005). El tamafio de ella debe de ser el adecuado segun la especie, siendo la de carneros mas

larga (20 x 5.5 cm) que la de los cabros (15 x 5.5cm) (Evans y Maxwell, 1990).

El entrenamiento de carneros se realiza con el proposito de que permitan y aprendan a
que se les extraiga semen para las IAC con el uso de la vagina artificial. Esto es de suma
importancia, ya que son los carneros reproductores, en los que recae el peso de las IAC de la

temporada reproductiva, por lo que la experiencia debe ser placentera, de lo contrario, los
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animales no rinden, adquieren traumas y no permitiran la extraccion de semen. Es importante
realizar el entrenamiento, transporte, esquila, cambio de alimentacion o cualquier evento

estresante 15-20 dias antes de iniciar las colectas para IAC (Gibbons & Cueto, 2007)

Los elementos mas importantes son la presion y la temperatura de la VA, ya que son
los dos factores necesarios para la eyaculacion de los carneros, por lo que se le debe prestar
mucha atencion e ir conociendo las preferencias de cada individuo (Evans y Maxwell, 1990).

Otro aspecto importante del proceso de entrenamiento es que también se analiza por
primera vez el semen de esos reproductores (como parte del entrenamiento del personal dentro

del laboratorio) y se verifica su viabilidad como reproductores.

En fin, todo este proceso es para que poco a poco el personal se familiarice con las
preferencias de sus sementales facilitando el trabajo en equipo y se asegure un semen de buena

calidad y cantidad durante la recoleccion con vagina artificial (Evans y Maxwell, 1990).

Segun Gibbons y Cueto (2007) la frecuencia de extraccion de semen de los carneros
reproductores estd condicionada a cada macho, pero en adultos es habitual conseguir de 2-3
saltos por dia, con volumenes de 0.8 - 1.5 cc y consistencia de cremosa a cremosa-lechosa, por

un periodo de 4-5 dias y seguido de 2-3 dias de descanso.

El volumen por eyaculado para esta especie es de alrededor de 1 ml; el color debe de
ser cremoso a cremoso lechoso (Cuadro 2), pero ambos caracteres son variables entre animal y
animal; el volumen puede variar incluso por la edad y condicion del animal. La presencia de
sangre, orina o pus da coloraciones caracteristicas (rosado, amarillo, verde) y se recomienda

desechar el semen (Evans y Maxwell, 1990).
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La proporciéon de machos (marcadores) necesarios para realizar la deteccion de celos
en condiciones de celo natural es de 2% y en hembras sincronizadas de 4% segun Evans y
Maxwell (1990), mientras que Gibbons y Cueto (2007) mencionan un porcentaje de 8. El

utilizado en este trabajo fue de 7%.

En cuanto a los carneros reproductores se debe contar con un nimero mayor de los
necesarios, esto para prever rechazo por baja calidad seminal o incapacidad de eyaculacion.
Los animales jovenes se acostumbran mejor y mas rapido a la presencia humana y a las
instalaciones, lo cual les permite adaptarse méas rapido a los entrenamientos (Gibbons &

Cueto, 2007).

Todas las muestras de semen fresco extraido con vagina artificial fueron analizadas y
dieron calificaciones de 4-5 (Cuadros 1y 2) por lo que no hubo necesidad de desechar ninguna

muestra de semen.

En cuanto a las ovejas, 4 semanas antes del inicio de la IAC se elimin6 a las mal
nutridas de baja condicién corporal ya que a menudo no ovulan o presentan con frecuencia
muerte embrionaria. Tampoco debian estar sobrecondicionadas dado que esto conlleva a

desérdenes reproductivos (Evans & Maxwell, 1990).

En la finca llamada Punta Delgada el manejo es de tipo extensivo y cuenta con un gran
numero de animales a ser inseminados. Se realizo IAC en méas de 30 mil ovejas por lo que la
deteccion diaria de celos fue vital y la sincronizacion de celo permitié distribuir los animales

en grupos de tamafios manejables para ser inseminados diariamente.
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Las instalaciones juegan un papel muy importante en esta parte del trabajo, deben
facilitar por medio de divisiones espaciosas y mangas fuertes de buena altura, la separacion de
los animales en celo por un lado y lo marcadores por otro. La altura debe ser la adecuada ya
que estos animales saltan con facilidad y pueden llegar a mezclarse luego de la separacion por
parte del personal, lo cual hace que se produzcan demoras e incluso posibles lesiones en los

animales (Figuras 30 y 31).

Figuras 30 y 31. Instalaciones adecuadas

Se inseminaron 30,404 ovejas en total, previa deteccion de celos con carneros
marcadores, lo cual era indicativo de manifestacion de celo, ademéas presentaron flujos
vaginales caracteristicos de esta etapa del ciclo estral. En todas ellas se logro ubicar la apertura
cervical y fue facil la deposicion de semen dentro del mismo; las hembras que presentaron
problemas (dificultad de introduccién de vaginoscopio, pezones amputados, escaso flujo
vaginal, mastitis, renqueras, ausencia de varias piezas dentales, condicion corporal, etc.)

fueron descartadas y no se inseminaron: 123 rechazos en total.
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Durante la inseminacidn artificial si el vaginoscopio no se es retirado un poco antes de
depositar la dosis, a la hora de retirarlo crea vacio en cuello uterino y por lo tanto el semen
caeria en vagina (Evans y Maxwell, 1990).

Segun Evans y Maxwell (1990) depositar volimenes superiores a 0.2 ml dentro del
cérvix no ofrece ninguna ventaja ya que rebosaria dentro de la vagina. En el Cuadro 6 se
detallan los volimenes recomendados para la inseminacion segun la técnica a emplear, los

cuales deben contener el niimero minimo de EPZ.

Cuadro 6. Volumenes recomendados para la inseminacion segln la técnica

Técnica Tipo de semen Volumen Dosis requerida  Concentracion
(ml) de dosis
IAC Solo fresco 0.2 Min 100 x 10° 1000 x 10°
IA vaginal Solo fresco 0.2-0.5 Min 400 x 10° 200 x 10°
(1AV)
IA uterina Fresco o congelado 0.5 50-100 x 10° 200-400 x 10°
transcervical
(1IAU)
IAL Fresco o congelado 0.05 20-40 x 10° 400-800 x 10°

(Evans y Maxwell, 1990; Gibbons & Cueto, 2007; Youngquist & Threlfall, 2007)

Como norma general se requieren menos EPZ para la IAU que para la IAC y a su vez
para la 1AV es en la que mas cantidad debe introducirse (IAU<IAC<IAV).
Independientemente del lugar de deposicion del semen, el nimero de EPZ mdviles afecta la
fertilidad.

En OVITEC se manejaba que el minimo a utilizar de EPZ era de 100 millones para
IAC (Gibbons & Cueto, 2007). Ademas, para facilitar el proceso de dilucion de semen se

utiliza el Cuadro 7:
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Cuadro 7. Diluciones

Dilucion Volumen eyaculado/volumen total de dilucion
0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2 2.25
1:1 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
1:2 1.5 2.25 3 3.75 4.5 5.25 6 6.75
1:3 2 3 4 5 6 7 8 9
1:4 2.5 3.75 5 6.25 7.5 8.75 10 11.25
1:5 3 4.5 6 7.5 9 10.5 12 13.5

(OVITEC, 2011)

La forma que se usé para calcular la dosis con un eyaculado de consistencia cremosa y
motilidad masal vigorosa (clasificacion 5 en ambas): volumen del eyaculado 1 cc con
concentracion espermatica de 3000 millones (estimada por la consistencia cremosa), con una
dosis de inseminacién requerida de 100 millones por oveja, nos da un total de 30 ovejas a
inseminar (3000 millones/100 millones), a un volumen de 0.03 cc/oveja (1cc de eyaculado/30

ovejas), todo esto respaldado por Gibbons y Cueto (2007).

Diariamente entraron en celo entre 724 y 1402 animales; esto indica que la
sincronizacion de celos con una sola dosis de Pg fue efectiva para este tipo de producciones
masivas. De haberse utilizado dos dosis se hubieran concentrado en un mismo dia hasta 5000
animales y no se hubiera logrado su inseminacion en un mismo dia. Esto sumando a que cada
inyeccion de prostaglandina tiene un costo economico, se decidio realizar la sincronizacion
con solo una dosis que permite cierto agrupamiento de animales sin tener un costo demasiado
alto, ya que el equipo debia permanecer en la finca por mas de 2-3 semanas para completar las

IA.
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El porcentaje obtenido en este trabajo con la TRA de IAC fue de 82.9%, equivale a
25,204 ovejas. En el siguiente Cuadro (8) se describen resultados reportados por diferentes

autores para la misma técnica.

Cuadro 8. Comparacion bibliografica de porcentajes de prefiez obtenidos con IAC

Autor Técnica % Prefiez
Windsor et al., 1994 IAC 32%
Smith & Murray, 1995 IAC 64%
Parraguez et al., 2000 IAC 90%

Parraguez et al. (2000) reportaron el mayor porcentaje de prefiez y el mas similar al
obtenido en este trabajo, ambos son resultados obtenidos en el sur de Chile, durante época
reproductiva, bajos condiciones similares de manejo y ambiente. Por otro lado es el trabajo
mas reciente (Parraguez et al., 2000), con una diferencia de mas 5 afios con los demas
reportes, lo cual revela que durante este tiempo probablemente se dio un perfeccionamiento de

las técnicas empleadas, lo cual permitio obtener mejores resultados.

La excelencia de los resultados obtenidos se puede deber no solo a la buena técnica
empleada durante la IA sino a los buenos criterios de seleccion de animales (deteccion de
animales en celo, animales rechazados, cantidad de marcadores y reproductores, condicién
corporal, estatus sanitario, entre otros), asi como buena calidad, manipulacién, dilucion y

conservacion de semen, sincronizacion de celos, entre otros.

3.3.2. Inseminacion Artificial por Laparoscopia

Las ovejas fueron mantenidas en ayuno (comida y agua) por 16 horas antes de realizar

la laparoscopia, esto hace que la vejiga y rumen estén bastantes vacios y permitan una facil



54

visualizacion del utero y se evita la regurgitacion de contenido ruminal durante el

procedimiento (Evans y Maxwell, 1990).

Se inseminaron un total de 309 ovejas, de las cuales todas presentaron cuernos
turgentes y rojizos al momento de la inseminacion, indicativo de presencia de celo, lo cual
comprueba una buena utilizacion del protocolo de sincronizacion de celos y una buena
respuesta por parte de las hembras (Mellisho et al., 2006). El porcentaje de prefiez obtenido
fue de 79,3% (equivale a 245 ovejas), el cual concuerda o supera los diferentes reportes de

bibliografias analizadas que se detallan en el siguiente cuadro:

Cuadro 9. Comparacion bibliogréafica de porcentajes de prefiez obtenidos con IAL

Autor Técnica % Prefiez
Windsor et al., 1994 IAL 48%
Hill et al., 1998 IAL 72%
Gibbons & Cueto, 2005 IAL 49% (32- 65%)
Mellisho et al., 2006 IAL 64.7-71.4%
Montero-Caballero, 2011 IAL 66.6-82%

Todo el semen descongelado utilizado para IAL se evalud bajo el microscopio previa
IA para asegurarse de su vitalidad y calidad. Este resultd de muy buena calidad para ser

utilizado ya que no hubo necesidad de descarte de ninguna pajilla.

Cuando se utiliza sincronizacion de celos y como en el caso de este trabajo que se
utiliz6 estimulacién de la ovulacién artificial, se pudo haber aumentado la fertilidad (hembras

prefiadas) y la prolificidad (crias/hembra), ademas de que al utilizar gonadotropinas exdgenas
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(para estimular la ovulacion) se acorta el tiempo que tarda en darse la ovulacion y de ahi el

posible éxito de esta IATF (Evans & Maxwell, 1990).

3.3.3. Transferencia de Embriones

Los protocolos de superovulacion permiten utilizar intensivamente hembras de muy
alta genética que en condiciones naturales solo hubieran producido alrededor de 1-2 crias por
afio (en zonas con estacién reproductiva) y un total de 6-8 en su vida reproductiva. Por medio
de la TE podemos obtener un alto nimero de crias en muy poco tiempo (Gibbons & Cueto,
2010). Se debe tener presente el protocolo utilizado (Figura 25) y todos los factores que
pueden afectar la subsiguiente respuesta de las donantes (Cuadro 10) al momento de analizar

resultados obtenidos.

Las hembras seleccionadas contaban con una buena condicién corporal, estado
sanitario y era plena época de estacion reproductiva; el recurso humano utilizado habia
realizado este proceso varias veces y sabia como manejar los animales para minimizarles el
estrés (tanto durante el proceso de superovulacion como durante el proceso prequirdrgico) lo

cual nos ayuda a minimizar variables.

Gibbons y Cueto (2010) mencionan que el tratamiento mas aceptado para provocar
ovulacion multiple (OVM) en ovinos es la aplicacion de FSH (Folltropin-V®) en dosis
decrecientes al final de un tratamiento progestacional (esponjas y/o CIDR) de 14 dias. Se
prefiere la FSH a la eCG ya que determina una mejor migracion espermatica (Evans &
Armstrong, 1984), mayor tasa de fertilizacion al utilizar 1A (Evans et al., 1984), una mayor

produccién de embriones (Armstrong et al., 1983; Torres et al., 1987), se debe considerar que
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por su corta vida media en sangre se debe aplicar en multiples ocasiones, 6-8 veces en

intervalos de 12 horas (Walker et al., 1986).

Cuadro 10. Factores que intervienen en respuesta a OVM.

Factor

Observacion

Factor intrinseco

Raza

Estacién sexual

Manejo-
Alimentacion
(Seleccion de

hembras)

Presencia Folicular

Manejo- Estrés

Se debe tener presente que alrededor de 20 % de hembras no van a
responder al tratamiento hormonal

Las razas que son mas prolificas (ej. Romanov) presentardn mayor
respuesta en embriones transferibles y crias nacidas

Se presentara mayor cantidad de ovulaciones en estacion reproductiva

Juega un papel fundamental en la respuesta a OVM, en situaciones de
subalimentacion es probable que ocurran lutedlisis prematuras tanto
dentro como fuera de la estacion sexual.

La respuesta ovulatoria estd directamente correlacionada con la
cantidad de foliculos.

Al ser sometidas a situaciones estresantes se provoca fallo luteal
prematuro.

(Loi et al., 1998; Youngquist & Threlfall, 2007; Gibbons & Cueto, 2010)

Uno de los aspectos fundamentales en el éxito de un programa de TE es la buena

sincronia de celos entre donante y receptora, ya que asi se ajusta la edad embrionaria a la edad

del CL de la receptora. Por ello los tratamientos hormonales deben de ir de la mano, con el fin

de que ambas se encuentren en el mismo dia del ciclo estral a la hora del lavado embrionario y

de la trasferencia de los embriones (Gibbons & Cueto, 2010). En la receptoras simplemente se

utilizan los mismos protocolos mencionados anteriormente con progestagenos intravaginales,

solo que en este caso se mantienen por 14 dias (para que vayan junto con las donantes) y una

inyeccion de eCG al retiro del implante.
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La fecundacion de las donantes puede realizarse mediante MN o 1A con semen fresco
0 congelado (Gibbons & Cueto, 2010). Segun Loi et al. (1998) con MN los porcentajes de
fertilizacion son bajos, en especial en hembras con méas de 10 ovulaciones. Por ello, o mas
recomendado es utilizar la IAL, ya que se deposita el semen en los cuernos uterinos y la
cercania al sitio de fertilizacion permite aumentar el porcentaje de fecundacién y disminuir la
dosis de inseminacion (Cuadro 6). Se debe realizar alrededor de 40-55 horas post retiro de

esponja (Loi et al., 1998; Gibbons & Cueto, 2010).

Los lavados para recoleccion de embriones se realizan al dia 7-8 post retiro de esponja,
porque los embriones se encuentran en el tercio superior de los cuernos y todavia presentan
zona peldcida intacta (garantia de barrera sanitaria funcional); si se fueran a congelar debe
realizarse en estado de morula o blastocisto (Cuadro 11) (Loi et al., 1998; Bari et al., 2003;

Gibbons & Cueto, 2010).

Cuadro 11. Desarrollo embrionario segln retiro de esponja

Dias post retiro esponja Estadio embrionario
7 Morula
8 Morula compacta o Blastocisto
9 Blastocisto expandido o fuera de zona pellcida
10 Blastocisto fuera de zona pelucida

La hora de celo se anot6 para que en el momento de realizar la inseminacion se
siguiera el mismo orden en el que las donantes fueron entrando en celo y posteriormente a la
hora de realizar los lavados, se mantuviera ese mismo orden, lo cual ademas facilita la

transferencia de embriones en receptoras (que también fueron separadas por hora de
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manifestacion de celo) que presentaran la mejor sincronia con las donantes segun sus horas de

deteccion de celos.

Se obtuvo un total de 359 estructuras embrionarias de 24 donantes, de estos 323 eran
transferibles, para un promedio de 13 embriones transferibles por donante, con un maximo de
25 embriones por oveja y un minimo de 0. Solo tres donantes dieron cantidades < 3 embriones
transferibles, lo cual concuerda con lo reportado en literatura de que un 20% de las hembras

tratadas hormonalmente no responden (Gibbons & Cueto, 2010).

De los 323 embriones, se transfirieron 205 de manera individual. La principal razon
por la que solo se colocd un embrion por receptora es que los sistemas son de tipo extensivo y
las condiciones climaticas y de alimentacion no permiten que una hembra logre llevar hasta el
destete a dos crias de manera exitosa. El resto de embriones se congelaron para exportacion.
Un total de 148 receptoras quedaron prefiadas para un 72.2% de prefiez, lo cual concuerda con

lo reportado por la literatura (Cuadro 12):

Cuadro 12. Comparacion bibliografica de porcentajes de prefiez obtenidos con TE en fresco

Autor Técnica % Prefiez
Folch et al., 2000 TE 66.7%
Alabart et al., 2003 TE 725 %
Gibbons & Cueto, 2005 TE 74%
Gibbons & Cueto, 2010 TE 70%

Gibbons y Cueto (2010) mencionan que antes de iniciar el lavado se debe realizar una
determinacion de la respuesta ovulatoria, mediante un conteo de los cuerpos lUteos presentes

en cada ovario, se puede realizar por laparoscopia o por medio de exteriorizacion de los



59

ovarios, esto ademas permite evaluar la tasa de recoleccion de embriones, es decir, si hay 15
cuerpos lateos deberia recuperar 15 estructuras a las hora del lavado. En este caso no se
realizd este conteo ya que por los muchos afios de experiencia del personal se sabe que se
cuenta con un porcentaje de recuperacion de mas del 90% y se prefiere no sobremanipular los

ovarios y arriesgar provocar dafios transitorios o permanentes.

Es importante que una vez que se haya determinado una buena respuesta al protocolo
de superovulacion de una donante se verifique la respuesta de la misma oveja a los siguientes
tratamientos. Se ha reportado (Alabart et al., 2003) que se puede realizar una vez al afio sin
descensos significativos en la respuesta ovarica, aunque todavia se espera saber si se puede
activar una respuesta inmunoldgica inducida por el uso de gonadotropinas. Sin embargo se ha
demostrado que los efectos secundarios al uso de estas hormonas no es el principal factor
limitante sino méas bien la generacion de adherencias, que imposibilita, o al menos dificulta,
lavados subsiguientes (Loi et al, 1998). De las 24 donantes, solo 7 eran por primera vez
superovuladas, eso quiere decir que 14 hembras ya habian sido lavadas en al menos una
ocasion anterior. Sin embargo ninguna presentd mayor complicacién para la exteriorizacion
uterina. La posible explicacion a esto es que el uso constante de solucion salina con heparina
durante todo el tiempo que el Gtero se encuentra expuesto y su limpieza antes de recolocarlo
dentro de la cavidad abdominal puede disminuir su formacion y permitir lavados

subsiguientes.

Esta técnica ademéas presenta una ventaja inigualable, dado que permite la

comercializacion de material genético (embriones) con bajo riesgo sanitario, ya que en los
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primeros estadios de su desarrollo presentan una barrera natural contra agentes infecciosos,

Ilamada la zona pelucida (ZP) (Youngquist & Threlfall, 2007; Gibbons & Cueto, 2010).

Es de suma importancia que a los 15 dias de realizado el lavado se destinen las
hembras donantes a MN, ya que la prefiez y consecuente parto reduce posibilidad de que
generen adherencias y que al afio siguiente compliquen o hasta imposibiliten su uso como

donantes.

Como se ha visto en el trabajo, unicamente las fincas con méas afios de experiencia y
excelentes condiciones de manejo en general e instalaciones son las que utilizan tecnologias
mas avanzadas y complejas como la TE; algo parecido aplica también, aunque menos riguroso

pero si en cierto grado, con la IAL.

Se debe mencionar una vez mas la importancia de llevar registros, es la Unica
herramienta que nos permite evaluar el avance que se ha logrado en el manejo a lo largo de los
afios, asi como para evaluar las condiciones individuales de cada animal (edad, partos,
condicidn corporal, enfermedades, abortos, crias por parto, etc.) y realizar su seleccion. Para
que lo anterior sea efectivo los animales deben estar identificados, en caso contrario se debe
iniciar por colocares la numeracion (aretes o tatuajes), y es de suma importancia no hacerlo en
el mismo momento de la IA o TE sino mas bien antes, cuando se realice la seleccion de
animales destinados a los programas de mejoramiento o cuando se va a iniciar el proceso de

sincronizacion.

Lo anterior debe ser aplicado para cualquier otra situacion estresante; se debe realizar
por lo menos con 1 mes de anticipacion. La principal razon es que la reduccion del estrés

antes, durante y posterior a todos los procedimientos descritos en este trabajo es vital, ya que
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situaciones de estrés pueden provocar comprometimiento del crecimiento del ovocito en las
hembras por alteracion de la P4 y la secrecion de la LH, que ademas provocan disminucion en
la secrecion de estrogenos y por lo tanto poca manifestacion de celo. Ademas se puede alterar
la secrecion de FSH, afectando la dindmica durante el ciclo estral, con consecuente detrimento

en el desarrollo embrionario y aumento en mortalidad embrionaria (Alvarez, 2008).

Como manejo posterior a las TRA y con el prop6sito de mejorar los porcentajes
obtenidos, lo ideal es destinar a las ovejas inseminadas a mejores potreros. Luego de la
deteccion de prefiez, en el Gltimo tercio de gestacidn y en los primeros 2 meses de lactancia es
todavia mas importante, cuando la demanda nutricional es mayor (Gibbons, 1995); esto se

realizd de esta manera sin excepcion.

Aun cuando en la Patagonia chilena se destina su produccién ovina principalmente a la
produccién de lana, es importante recalcar que estas técnicas son aplicables en todo tipo de
produccidn sin importar los productos finales, ya que lo que se mejora es genética y por ende

la manifestacion del potencial productivo de los animales seleccionados.

No se debe olvidar la importancia del papel de educadores que debemos desemperiar
como medicos veterinarios, la explicacion a los productores y trabajadores de la importancia y
metodologia de los procesos a realizar. Asi se mantiene a los encargados de los animales
interesados y llegan a desempefiar una mejor labor (principalmente minimizar condiciones de
estrés) y a los productores informados sobre su responsabilidad en la mejora de la gran

mayoria de situaciones adversas que se presenten.

La IAC es la forma méas economica de difundir el material genético de carneros

superiores, ya que no requiere de equipo sofisticado ni costoso; se debe considerar en zonas
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donde el manejo reproductivo en la especie ovina apenas inicia, como en Costa Rica, donde
todavia no hay cultura ni condiciones (instalaciones, genética, etc.) para invertir grandes
cantidades de dinero. Su Unico inconveniente es el de necesitar carneros de muy alta genética

disponibles.

La IAL es muy recomendable para fincas donde haya facilidad de instalacién y buenos
registros, en especial reproductivos, dado que permite el uso de semen importado de genética

mejor y nueva.

La TE es el método mas rapido para avanzar en términos de mejoramiento genético
pero definitivamente solo puede ser utilizada en fincas donde las condiciones disponibles
(manejo nutricional, sanitario y reproductivo; instalaciones y personal) sean excelentes y en

donde ya se estd implementando de manera exitosa la IA.



63

4. CONCLUSIONES

Se gano experiencia en la aplicacion de las diferentes técnicas reproductivas asistidas,
por medio del uso del equipo especializado mencionado y aprendi6 a reconocer el importante
papel que juega la buena seleccién de animales reproductores, tanto machos como hembras,

con base en las caracteristicas que se desean mejorar en cada sistema productivo.

Se adquirid destreza en el manejo de material biolégico: semen y embriones, asi como
en el analisis de cada uno de ellos, para poder identificar anomalias y evitar disminuir los
porcentajes de prefiez al desechar material de mala calidad y obtener por lo tanto mejores

resultado.

Se consiguid realizar inseminacion artificial intracervical con semen fresco,
intrauterina por laparoscopia con semen congelado y recolectar, preservar y transferir

embriones frescos.
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5. RECOMENDACIONES

Aumentar el tiempo dedicado a rumiantes menores a lo largo de todo el programa de
la carrera de Medicina Veterinaria, e incrementar la salida a giras de campo a diferentes fincas
con hatos ovinos en el pais. Con ello los estudiantes podréan tener una mejor idea del potencial,

fortalezas, debilidades y la gran diversidad de estos sistemas productivos.

En cuanto a las TRA, es imperativo entender la importancia de realizar mejoras en el
conocimiento de los encargados de los animales, las instalaciones, el manejo nutricional y

sanitario, antes de siquiera considerar aplicarlas.

Incrementar la disponibilidad de profesionales debidamente capacitados en el area
para asi también poder realizar trabajos con las diferentes TRA en los animales de la Escuela y

aumentar con ello la participacion de los estudiantes en la aplicacion de estas técnicas.

Realizar trabajos de investigacion para conocer la verdadera situacion sanitaria y

reproductiva de las ovejas a nivel nacional.

Desarrollar acciones de actualizacion constante de los médicos veterinarios en el

campo de preferencia, incluyendo las TRA en ovinos.
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7. ANEXOS

OVITEC

TECNOLOGIA Y SEAVICIOS
PARA LA GANADE A HAGIONAL

Punta Arenas, 30 de Junio, 2011

A quien interese:

Escribo la presente para confirmar que la sefiorita Gabriela Pérez Molina realiz6 su pasantia
con nosotros en la empresa Ovitec, con sede en Punta Arenas, Chile. En su tiempo con nosotros, del
30 abril al 30 de junio, participé en las diversas técnicas reproductivas aplicadas a nivel de campo,
donde se abarcaron todos los pasos de la extraccion y evaluacion de semen la 1A en fresco,
laparoscopia y transferencia de embriones.

Durante ¢l tiempo que trabajé con nosotros su desempefio fue excelente mostrando en todo
momento un gran profesionalizmo y una muy buena disposicion para con todas las actividades y
trabajos encomendados. Para todo nuestro equipo fue una grana experiencia compartir y trabajar con

ella.
™
Sinceramente,
\
J -
Casilla 597, Punta Arenas ~ Fonos: 56-61-215497

E- Mail: jgortazar@ovitec.cl 56-9-3497300

73



