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RESUMEN

EFECTO DE RAZA EN LA PRODUCCION DE EMBRIONES DE OVEJAS
SUPEROVULADAS

Rodriguez M. A,, Rangel S. R., Rodriguez de L .R. y Sanchez del R. C.

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la raza de la donadora en la tasa de
ovulacion, la tasa de recuperacion embrionaria y la cantidad de embriones transferibles
en ovejas superovuladas. Se utilizaron un total de 51 ovejas donadoras de tres grupos
raciales (24 Dorper, 18 Charollais y 9 East Friesian), las cuales fueron superovuladas de
marzo a diciembre de 2002, Las ovejas se sincronizaron con esponjas intravaginales,
conteniendo 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA; Chronogest, Intervet®),
manteniéndose por 12 dias junto con 75 pg de prostaglandina F2a (Prosolvin C,
Intervet®) por donadora, aplicada el dia 10, considerando como dia 0 el dia de la
insercion de la esponja. La superovulacién consistié de ocho dosis decrecientes (50, 50,
40, 40, 30, 30, 20 y 20 mg) de FSH (Folltropin, Vetrepharm®, dosis total = 280 mg), por
donadora via intramuscular, aplicadas a intervalos de 12 horas, iniciando el dia 10, 60 h
antes de retirar la esponja y terminando 24 h después de su retiro. Las ovejas fueron
inseminadas intrauterinamente por laparoscopia utilizando semen fresco de sementales
de la misma raza que las donadoras y de fertilidad conocida. La recoleccién embrionaria
ge realizo el dia 7 después del celo, al mismo tiempo se determind ia tasa de ovulacion por
laparotomia media ventral. Los embriones fueron evaluados por caracteristicas
morfolégicas. Se observaron diferencias (P<0.05) entre la raza Charollais y Dorper
(18.16 £+ 0.99 vs 10.70 + 0.86 cuerpos liteos) en la tasa de ovulacidn, sin diferencias
(P>0.05) en la tasa de ovulacidn entre las razas Charollais y East Friesian (18.16 £ 0.99 vs
14.44 * 1.41), ni entre las razas East Friesian y Dorper (14.44 £ 1.41 vs 10.70 & 0.86). La
tasa de recuperacion embrionaria no mostrd diferencias significativas entre las tres razas
evaluadas (Charollais, 75.76 £ 8.6, Dorper, 63.61 + 7.5; East Friesian 56.09 £ 12.2). El
nimero de embriones transferibles fue superior (P<0.05) en ovejas Charollais (11.5 &
0.70) comparativamente con ovejas Dorper (3.1 + 0.67), sin embargo, no existid
diferencia (P>0.05) entre las razas Charollais y East Friesian (11.5 £ 0.70 vs 6.0 £ 0.79),
asi como entre las razas East Friesian y Dorper (6.0 £ 0.79 vs 3.1 + 0.67). Los resultados
muestran diferencias entre razas en su capacidad de respuesta al tratamiento de
superovulacion utilizado.

Palabras clave: razas ovinas, superovulacién, embriones. ~



ABSTRACT

Alfredo Rodriguez Moreno

EFFECT OF BREED ON EMBRYO PRODUCTION IN SUPEROVULATED EWES

(SEPTEMBER 2004)

(Under the direction-of Ph. B. Raymundo Rangel Santos).

The objective of the study was to evaluate the effect of donor breed on ovulation rate,
embryo recovery rate, and number of transferable embryos in superovulated ewes. Fifty
one ewes from three breeds (24 Dorper, 18 Charollais and 9 FEast Friesian) were
superovulated from March to December of 2002. The ewes were synchronized with
vaginal sponges containing 40 mg of fluorogestone acetate (FGA; Chronogest, Intervet)
inserted for 12 days together with 75 pg of prostaglandins (Prosolvin, Intervet) per
donor administered on day 10, considering-as day 0 the day of sponge insertion. The FSH
for superovulation was administered every 12 hours during 4 days through 8
intramuscular injections in a descending protocol (50,50,40,40,30,30,20, and 20 mg). The
treatment started on day 10, 60 hours before sponge removal and finished 24 hours after,
The ewes were inseminated by laparoscopy with fresh semen from a ram of the same
breed of the donor with known fertility. Embryo recovery was attempted on day 7 after
estrus and ovulation rate was determined through mid ventral laparotomy at the same
time. The embryos were evaluated taking into consideration morphological
characteristics. There were significant differences (P<0.05) in the ovulation rate between
Charollais and Dorper ewes (18.16 vs 10.70), but the differences were not significant
(P>0.05) between Charollais and East Friesian ewes (18.16 vs 14.44) or between East
Friesian and Dorper (14.44 vs 10.70) ewes. There were no significant differences in
embryo recovery rate between the three breeds considered (Charollais, 75%; Dorper,
63%:; East Friesian 56%). The number of transferable embryos was higher (P<0.05) in
Charollais (11.5) compared with Dorper ewes (3.1), however, there were no significant
differences between Charollais and East Friesian ewes (11.5 vs 6.0), or between East
Friesian and Dorper ewes (6.0 vs 3.1). The results showed differences between breeds in
the response to the superovulatory treatment administered.

Key words: sheep breeds, superovulation, embryos.
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INTRODUC‘CI(')N GENERAL

Las tecnologias de reproduccion asistida tales como la inseminacion artificial (IA)
y la Ovulacién Miltiple y Transferencia de Embriones (OMTE), han sido introducidas
en la ganaderia ovina para superar las ineficiencias reproductivas y acelerar la ganancia
genética (Cognié | et al., 2003). El procedimiento de superovulacién seguido por la
recuperacion de embriones y la transferencia a receptoras apropiadamente
sincronizadas, ha demosirado ser un medio efectivo para incrementar la coniribucion de
hembras superiores a la poblacion de genes del resto de hato (Ishwar y Memon, 1996).
Algunas de las ventajas de utilizar la transferencia de embriones son: obtener un gran
nimero de progenie de hembras genéticamente superiores, facilitar la introduccidon de
razas exoOticas, rescatar especies en peligro de extincién, oportunidad para probar la
progenic de hembras, minimizando el riesgo de introducir enfermedades exéticas,

minimizando el costo y eliminando el estrés del transporte en animales.

El principal objetivo de la superovulacién es producir un gran nimero de
embriones viables por donadora de manera consistente (D’Alessandro ef al., 1996). Sin
embargo, en la produccién de embriones a nivel comercial, a pesar de mejorar el manejo
animal asi como el uso de gonadotropinas y los protocolos de utilizacién de las mismas, se
presenta una alta variabilidad en la respuesta a los tratamientos de superovulacion entre
animales y a un mismo tratamiento, lo cual no ha podido ser evitado (Cognié, 1999). El
alto grado de variabilidad ha sido asociado a diferentes factores entre los cuales se han
reportado el efecto de la raza (Armstrog y Evans, 1983; Torres ef al., 1987; Boscos ef al.,
1997, Vivanco, 1998), la edad de la donante (Armstrong y Evans, 1983; Rangel-Santos et
al., 1991; Forcada et al., 2000), el tipo de gonadotropina utilizada (Moor et al., 1985; D?
Alessandro et al., 1996; Gonzalez-Bulnes et al., 2002b) asi como la época del afio en que
se administran los tratamientos de superovulacion (Greaney ef al., 1991; Fucui ef al.,
1994),



Algunos factores intrinsicos también han sido relacionado con la alta variabilidad,
como es el caso del nimero de foliculos en desarrollo (2-3 mm) presentes en el ovario al
momento de iniciar ¢l tratamiento superovulatorio (Gonzalez-Bulnes ef /., 2000; 2002a),
asi como la presencia de un foliculo grande (>6 mm) al inicio del tratamiento. El ovario
de una oveja adulta contiene entre 12,000 y 86,000 foliculos primordiales y entre 100 y
400 foliculos en crecimiento, de los cuales 10 a 40 son visibles en la superficie del ovario
(Cahill et al., 1979). Sin embargo, en la especie ovina, al final de cada ciclo estral ovulan
de 1 a 3 foliculos. E1 99% de los foliculos que potencialmente podrian ovular y llegar a
formar una cria se estan “desaprovechando” de manera natural, ya que mueren por

atresia.

La implementacién de un programa de OMTE puede rescatar y potencializar el
recurso antes mencionado y con ello lograr una mayor descendencia de un animal
donante, sobre todo si se desea multiplicar ovejas de razas exdticas, las cuales debido a
que provienen del extranjero se incrementa considerablemente su valor, como es el caso
de ovejas de las razas Dorper, East Friesian y Charollais. La demanda de dichas razas se
ha incrementado considerablemente en la dltima década, sin embargo, su precio se ha
conservado considerablemente alto. La puesta en marcha de un programa masivo para
multiplicar el material genético requiere primeramente de generar informacion en
relacion a la respuesta ovulatoria, asi como a la calidad embrionaria factible de obtener
en cada raza, por lo cual el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la raza
de la donadora en las variables tasa de ovulacion, tasa de recuperacidén embrionaria y la

produccion de embriones transferibles en ovejas superovuladas.
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REVISION DE LITERATURA

1. CICLO ESTRAL

El intervalo entre el inicio de un periodo de estro o “celo” hasta el inicio del
siguiente se conoce como ciclo estral, considerando como estro al periodo de receptividad
sexual de la hembra (Frandson y Spurgeon, 1995). En la fase luteal, la prostaglandina
F2u secretada por el utero, induce en la hembra no gestante la regresion del cuerpe
liteo. El descenso en la concentracion plasmatica de la progesterona que refleja la
luteolisis, provoca una disminucidén en la inhibicién en el eje hipotdlamo-hipofisiario

activando el ciclo (Baril et al., 1995).

I.a entrada a la pubertad significa el principio de la actividad reproductiva y esta
determinada en la hembra por la aparicién de la primera ovulacién y el primer
incremento de progesterona plasmatica (Foster ef al., 1995). A partir de la pubertad, las
hembras desarrollan su capacidad para producir gametos funcionales de forma ciclica
cada 17 dias o en un rango de 16 a 18 dias (Gallegos-Sanchez ef al., 1999) durante su vida
reproductiva. La oveja presenta una época reproductiva caracterizada por una sucesion
de ciclos estrales, alternandose con una época de anestro, en la cual no hay ovulacion
(Gallegos-Sanchez et al., 1999). Durante un ciclo estral se producen de forma continua
los procesos de crecimiento y desarrollo folicular, los cuales tienen como objetivo la
formacién y liberacién de gametos maduros. Estos procesos estdn determinados por la
diferenciacién del ciclo sexual en dos fases, folicular y luteal. La fase folicular tiene una
duracion de 2 a 3 dias y es caracterizada por la exhibicién del comportamiento estral,
" precedido por el aumento en la concentracion de estradiol-17f secretados por los
foliculos en crecimiento (Baril ef al., 1995), el pico preovulatorio de hormona luteinizante
(LH) y la ovulacion (Gordon, 1997), mientras que la fase luteinica dura de 14 a 15 dias y
se caracterizada por la produccién de progesterona del cuerpo hiteo. En general, en
ovejas de lana el comportamiento de la ciclicidad estral aparece a finales del verano o
inicio de otofio y finaliza durante el invierno o al inicio de la primavera (Ortavant ef al.,
1985).



En el momento de la ovulacidn, los ovocitos son capturados por el infundibulo y se
trasladan a la ampolla tubarica donde tiene lugar la fecundacion. El huevo se divide
después en dos blastomeros, cuya segmentacion se¢ produjo en el transito del embrién
dentro del oviducto continuando después en el Gtero. El paso del embrién del oviducto al
utero tiene lugar a los cuatro dias de la aparicién del estro, encontrando la mérula en el
estadio de 16 células, denominado morula joven. En los dias quinto y sexto, los
blastomeros més numerosos se acumulan dando un aspecto compacto al embridn,
denominado “morula compacta®. El diametro del embridén es aproximadamente de 150
um en ese momento. Del sexto al séptimo dia aparece una cavidad (blastocele), las células
se diferencian, el embrion se convierte entonces en un blastocisto temprano. El tamafio
del blastocele aumenta, produciéndose la desaparicién del espacio perivitelino y un
aumento del didmetro del embrion que alcanza en ese momento el estadio de “blastocisto
expandido”. En este estadio, las células del trofoblaste que produciran después las
membranas fetales se sitlan en la periferia del blastocele y una masa celular situada en
uno de los polos del embrion constituira el botén embrionario a partir del cual sera
formado el embrién. Al finalizar la fase de expansién (8° dia), se producen contracciones
periddicas en el blastocisto. La zona pelicida muy debilitada se fisura y permite en ese
momento la salida del embrién. Después de ser liberado de la zona pelicida, el embridn
aumenta de tamafio para llegar a un didmetro de 500 pm en el décimo dia;
posteriormente entra a una fase de elongacion. En este estadio el trofoblasto produce
numerosas proteinas, enire ellas la trofoblastina que se opone a la actividad luteolitica de
la prostaglandina F2a. El mantenimiento de la secrecion de progesterona por el cuerpo
Inteo, permitira la implantacién del embridn a partir de los 14-16 dias produciéndose la

gestacion (Baril ef al., 1995).
1.1. Fisiologfa del ciclo estral
El ciclo estral se caracteriza por una serie de eventos fisiologicos, netamente

hormonales. El pico preovulatorio de GnRH/LH provoca la ovulacién, inmediatamente

después el cuerpo lateo se desarrolla, liberando progresivamente progesterona. En la
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Figura 1. Fisiologia del ciclo estral ovino (Pant et al., 1972).



mitad de la fase litea, la progesterona circulante inhibe la frecuencia de secrecion de los
pulsos de LH (secreciéon tonica 1-4 pulso/24h) mientras que al final de la fase litea,
cuando da inicio la lutedlisis por efecto de la accion de la prostaglandina F2a liberada
por el endometrio uterino, los niveles plasméaticos de progesterona descienden. Esta
disminucién de la progesterona circulante provoca la liberacion de la secrecién tonica de
LH de tal forma que la frecuencia de sus pulsos aumenta progresivamente, hasta
alcanzar un pulso por cada hora. Este aumento en la frecuencia de secrecion de LH
estimula la producciéon de esiradiol (E2) eﬁ los foliculos en proceso de maduracidn,
incrementando su concentracién en la circulacion general. El incremento progresivo de
los niveles de E2 ejercido por un mecanismo de retro alimentacion (positivo y negativo a
la vez) a nivel hipotalamico hipofisiario, ejerce un control en la secrecion hormonal
originando las descargas preovulatorias tanto de GnRH y LH (Baird y Scaramuzzi,
1976). La representacion esquemética de la fisiologia del ciclo estral se muestra en la

Figura 1.
1.2. Foliculogénesis

El numero total de ovocitos (oocitos) presentes en el ovario adulto gon originados
de un nimero definitivo de células germinales primordiales (PGCs), una vez formadas
las PGCs migran a través del mesenterio intestinal hacia las génadas del mesonefro del
embrion temprano para poblar el ovario primitivo (Byskov y Hoyer, 1994). Una vez
establecidos en el ovario en desarrollo, las PGCs comienzan a diferenciarse en ovogonias
(oogonias). La poblacién de ovogonias se expande mediante un determinado nimero de
divisiones hasta que las células entran en meiosis y se transforman en ovocitos (Fortune,
1994; Gosden y Bownes, 1995). Después de iniciar la meiosis, los ovocitos primarios
progresan a través del leptoteno, zygoteno y paquiteno de la primera profase meiotica,
antes de detenerse en la fase de diploteno. Los ovocitos primarios permanecen en estado
inactivo hasta la pubertad, cuando se realiza el reclutamiento y la seleccidén folicular
para finalmente ser destinados a ovular (Picton, 2001). Los foliculos primordiales
constituyen el almacén de células germinativas en el ovario postnatal y el niimero de

¢stos varia con la especie y la edad (Gosden y Telfer, 1987 a,b; Cecconi, 2002), Tan
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pronto como la poblacion de foliculos primordiales es establecido, el reclutamiento
folicular es iniciado y continta sin detenerse por el resto de la vida. Una vez que el grupo
de foliculos ha sido establecido, los foliculos gradual y continuamente abandonan el resto
del grupo y continllan creciendo, sin embargo, no todos los foliculos primordiales en el
ovario postnatal inician el crecimiento al mismo tiempo. La naturaleza de las sefiales
para iniciar el crecimiento y los mecanismos que garantizan que ¢l foliculo abandone el
resto del grupo gradualmente, son desconocidos (Fortune, 1994). El crecimiento folicular
es continuo, terminando en la ovulacion de un ovocito maduro o en la degeneracién del
foliculo (atresia) y su ovocito (Fortune, 1994; Picton, 2001). La aparente correlacion
inversa entre la proporcion de foliculos en crecimiento y el tamafio de los foliculos
primordiales almacenados (Gougeon y Chainey, 1987), permite sugerir que factores
derivados de la interaccién foliculo/ovocito pueden producir una sustancia que inhibe el
inicio del crecimiento, efecto que estd directamente relacionado con el tamafio de la

poblacion de foliculos primordiales.
2. DINAMICA FOLICULAR

El crecimiento folicular es un proceso continuo que inicia desde su estado
primordial (100 pum) hasta desarrollarse en un foliculo de 5-8 mm capaz de ovular
(Cahill y Mauléon, 1981), el cual se estima tiene una duracidon de 180 dias. El crecimiento
es también un proceso de desarrollo durante el cual el foliculo adquiere progresivamente
diferentes propiedades, cada una de las cuales es pre-requisito esencial para su posterior
desarrollo. El fallo en adquirir estas propiedades en el tiempo correcto y en la secuencia
correcta conduciré al fallo en el proceso de desarrollo y a la declinacion del foliculo por
atresia. El resultado final es la regulacién en el suministro de foliculos desarrollados
completamente, capaces de ovular y disponibles todo el tiempo a pesar del estado

reproductivo (Scaramuzzi y Campbell, 1990).
La superficie de cada ovario a lo largo del ciclo estral ovino, cuentan con

numerosos foliculos antrales, sin embargo al final de ciclo, en la mayoria de las razas

solamente uno o dos foliculos ovulan, Dos procesos han sido considerados que dirigen el
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desarrollo de los foliculos preovulatorios, el reclutamiento, donde se establece un grupo
de foliculos capaces de ovular y posteriormente una seleccién entre ellos, de los cuales
pocos completan su crecimiento preovulatorio, mientras otros degeneran por atresia
(Driancourt y Cahill, 1984). En el curso de la ovogénesis, que inicia durante la vida fetal
en la mayoria de las especies de animales domésticos, se constituye un depdsito de
foliculos primordiales en la cordera al nacimiento, a partir del cual se realiza la
foliculogénesis (Tassel et al., 1983). El aumento en tamafio del foliculo durante su
crecimiento se divide en dos fases, una fase preantral donde el foliculo es una estructura
completa y por otra parte, una fase antral donde el foliculo desarrolla una cavidad, el
antro, que contiene volimenes crecientes de liquido folicular (Driancurt, 1999). Los
foliculos en crecimiento, realizan dos funciones: por una parte son el soporte del
crecimiento, maduracién y expulsién del gameto femenino y por otra tienen una funcién

clave en la regulacion de la funcion reproductiva por los esteroides que producen.

2.1. Poblaciones de foliculos

El ovario de una oveja adulta contiene entre 12,000 y 86,000 foliculos
primordiales y entre 100 y 400 foliculos en crecimiento, de los cuales 10 a 40 son visibles
en la superficie del ovario (Cahill et al., 1979; McNatty et al., 1982).

La poblacion folicular ovarica ha mostrado diferencias entre razas en el numero
promedio de foliculos pequefios (30,501 £ 5707 y 56,236 £ 5776), asi como para el caso de
los foliculos grandes (2334 24.1 y 150+ 20.1) entre una raza prolifica y otra que no lo es,
respectivamente (Cahill ef al., 1979). Los resultados muestran que existe una asociacion

muy estrecha entre la tasa de ovulacion y la poblacion de foliculos en crecimiento.

2.2. Ondas foliculares

El interés por el entendimiento del patrén de crecimiento folicular en ovejas, ha
resultado en un considerable debate en todos los resultados relacionados a este tema. Las
investigaciones hechas por algunos autores no fueron capaces de mostrar ningin orden

confiable en el patrén de crecimiento folicular (Turnbull ez al., 1977), mientras que otros
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han sugerido que el crecimiento folicular se realiza de forma continua ¢ independiente de
la etapa del ciclo estral (Lahlou-Kassi y Mariana, 1984; Yenicoye et a/.,1989); atn en
resultados mds recientes se sostiene que el desarrollo folicular en ovejas con ovulaciones
miltiples, aparentemente ocurre como un proceso continuo, sin evidencias firmes que
sostuvieran que el desarrollo folicular se presenta en ondas (Schrick et al., 1993; Lopez-
Sebastian ef al., 1997). Aunque distintas ondas de crecimiento y regresién folicular no
fueron evidentes en ovejas, existieron dos picos significativos en la emergencia de

foliculos alrededor de los dias 2 y 11 del ciclo esiral (Ravindra et al., 1994),

Las fluctuaciones en el nimero de foliculos de diferentes tamafios dentro de un
ciclo estral en forma de onda folicular han sido reportados (Evans er al, 2000;
Duggavathi et al., 2003), observdndose que existen predominantemente 2 (Brand y Jong,
1973) o 3 ondas foliculares (Smeaton y Robertson, 1971; Mattner y Braden, 1972)
durante un ciclo estral. Evans et al. (2000), observaron que en ovejas con dos ondas
foliculares por ciclo, el nimero de foliculos pequefios, medianos y grandes fue mayor en
los dias 4, 5 y 8 del ciclo y nuevamente los dias 10, 12 y 16, respectivamente (Figura 2).
La mayor cantidad de foliculos emergidos por oveja se presentaron los dias 1 y 9,
mientras que los dfas 13 al 16 se presentd la menor cantidad de foliculos. En ovejas con
tres ondas foliculares por ciclo, el nimero de foliculos pequefios, medianos y grandes fue
mayor en los dias 3, 5, 6 y nuevamente 5, 8 y 13, respectivamente. El nimero de foliculos
emergidos por oveja fue mas alto los dias 3, 7 y 12 y los mas bajos los dias 0, 4, 9 y 14 al
16 del ciclo (Evans ef al., 2000).

El crecimiento de foliculos ovaricos antrales >2 mm, crecen en 3 ondas (Noel et al.,
1993; Leyva et al., 1999), la primera, segunda y tercera onda de foliculogénesis inician los
dias 1-2, 7-8 y 14 del ciclo estral, respectivamente. Del mismo modo, otros autores
reportan resultados donde la mayoria de los intervalos interovulatorios (76.5%), fueron
asociados con la emergencia de 4 ondas foliculares (Bartlewsky et al., 1999; Vifioles et al.,
1999), en promedio, la emergencia de la onda fue los dias 0, 5, 9 y 12 para una raza no

prolifica y los dias 1, 6, 10 y 13 para una raza prolifica,
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Figura 2. Desarrollo folicular preovulatorio en ovejas (Baird, 1983),

Asi mismo resultados de otros autores (Ginther ef al., 1995) reportan una mayor
cantidad de ondas foliculares, existiendo intervalos interovulatorios con varios niimeros

de ellas, variando de 3 ondas (8%), 4 ondas (58%) y hasta 5 a 6 ondas (34%).
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Los an4lisis de patrones de desarrollo de foliculos grandes en especies mamiferas
ocurre solamente durante particulares estadios reproductivos y/o durante momentos

particulares del ciclo estral.

El reclutamiento no es un fendémeno aleatorio o aislado, por el contrario, los
foliculos parecen ser reclutados en unidades o grupos, sugiriendo que elios han recibido ¢
El término de reclutamiento ha sido asignado a los foliculos que crecen a un estadio de
desarrollo mas all4 del cual la mayoria de los foliculos experimentan atresia (Fortune,
1994).una sefial que les permite continuar creciendo. La sefial que estimula el

reclutamiento parece ser una ligera elevacion de FSH,

La seleccion puede ser debida a la habilidad para recibir una cantidad adecuada
de gonadotropinas entre el foliculo maduro mas grande y el resto de foliculos presentes
en la superficie ovarica, lo cual puede ser logrado mediante dos caminos (Driancourt,
1991). En el camino “pasivo”, el foliculo maduro mas grande inhibe indirectamente el
crecimiento de los foliculos menos maduros, mediante la reduccion de la concentracidn
de FSH por debajo del
nivel minimo necesario para mantener a ¢éstos. En el camino “activo”, la maduracién
folicular inhibe directamente el crecimiento de los foliculos menos maduros por medio de
la secrecion en la sangre de sustancias que reducen su sensibilidad a FSH. Existen
evidencias que sugieren que la seleccion “pasiva” es la que ocurre en ovejas (Driancourt,
1991).

Los resultados reportados por Driancourt et al. (1986), muestran que la raza tiene
un efecto determinante en el mecanismo para lograr su tasa de ovulacion, ya que existen
razas prolificas que cuentan con un potencial ovulatorio alto debido a su gran poblacién
de foliculos reclutables, pero una intensidad de seleccion alta mediante atresia, en la
ultima fase folicular. En contraste, una raza prolifica puede contar con una poblacién de
foliculos reclutables menor y alcanzar una tasa de ovulacién alta a través de una
intensidad de seleccién marcadamente reducida a través de atresia, existiendo razas que

tienen la capacidad de mantener un continuo reclutamiento durante la fase folicular y
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una reducida cantidad de pérdidas a través de atresia. Existen autores que reportan una
ligera o nula seleccion de los foliculos reclutados en la onda folicular (Duggavathi ef al.,
2003).

2.4. Dominancia folicular

FEl nimero de foliculos reclutados usualmente es mas grande que el tipico nimero
de foliculos ovulatorios de una especie determinada. Sin embargo, solamente un namero
especifico de foliculos ovulatorios, dependiendo de Ia especie, contintian creciendo por un
periodo mas largo y alcanzan el tamafio ovulatorio. Estos son llamados foliculos
“dominantes” ya que se cree que una vez que ellos son seleccionados, de alguna manera
previenen el crecimiento y diferenciacion futura del resto de foliculos subordinados, con

lo cual previenen un futuro reclutamiento folicular (Fortune, 1994),

Bl fenomeno de la dominancia de un foliculo sobre el resto de ellos se ha
establecido en ovejas. Un foliculo dominante tiene la habilidad de inhibir el crecimiento
de otros foliculos dentro de ambos ovarios, mientras continua prosperando el mismo
{Evans ef al., 2000). La determinaci6n de la dominancia se pudo realizar al observar que
un foliculo dentro de cada onda folicular, crecid mas de manera significativa, en relacion
al siguiente foliculo mas grande. Asi mismo se pudo determinar que un foliculo de la
onda 1 y 3 contenfa mas estradiol y hubo una tendencia a tener una mayor relacion
estradiol:progesterona que otros foliculos en la misma onda. Otra de las caracteristicas
del foliculo dominante es la alta sensibilidad a la FSH en relacion a los foliculos
subordinados, caracteristica que le confiere una mayor accién y utilizacién de la FSH en
el proceso de aromatizacion. Se ha sugerido que el candidato para tal accion autoctina
positiva es el IGF1, el cual estd presente en altas concentraciones en los foliculos grandes
(Driancourt, 1991). La presencia de receptores a LH en las células de la granulosa
pueden contribuir a la dominancia del foliculo mas grande. Los resultados de Ginther et
al. (1995) sugieren que la dominancia folicular podria ser ejercida durante algunas de las
ondas observadas en el intervalo interovulatorio y podria ser menos prominente en

comparacién a como ha sido mostrada en bovinos.
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La dominancia por foliculos grandes no fue evidentemente clara en ovejas
ciclando, basada en la definicién de dominancia desarrollada para bovinos (Ravindra et
al., 1994; Duggavathi ef al., 2003) sugiriendo que la dominancia folicular en ovejas, es un
fendmeno débil o tenue en contraste con la situacidén que ocurre en ganado bovine. El
hecho de que la dominancia sea débil o ausente en ovejas puede ser 16gica, ya que existen
razas de ovejas de ovulacién muiltiple y entonces més de un foliculo puede tener el

potencial de ovular hasta el final del ciclo estral (Ravindra ef al., 1994).
2.5, Dinamica folicular en anestro

Los resultados de diferentes estudios han demostrado que los ovarios de ovejas en
anestro no estan inactivos (Smeaton y Robertson, 1971). El maximo didmetro folicular y
el numero promedio de foliculos ovéricos grandes no difirieron entre animales
sacrificados durante anestro de aquellos que se sacrificaron a partir del dia 5 del ciclo
estral (Brand y de Jong, 1973). Durante el anestro, sucesivas ondas de foliculogénesis
fueron observadas y el crecimiento folicular de un didmetro de S mm o més, concluyendo
que los patrones ciclicos de crecimiento folicular y atresia que se presentan durante la
estacion reproductiva, estan presentes también durante la época de anestiro (Noel et al.,
1993). Los resultados obtenidos por Bartlewski ef al. (1998), sugieren que los incrementos
generados ritmicamente en concentraciones séricas de FSH, pueden iniciar la
emergencia de ondas foliculares en ovejas en anestro (foliculos antrales creciendo de 3 a
> 5 mm antes de la regresion). Los foliculos ovaricos mas grandes mostraron un patron
de crecimiento en forma de onda, registrando un promedio de 3 ondas de desarrollo
folicular durante cuatro periodos de 17 dias de observaciones con ultrasonido. Ademas,
como la produccion de LH es suprimida durante el periodo de anestro, es probable que
la FSH sola, tenga el potencial de estimular el desarrollo de foliculos antrales ovéticos

durante el periodo de anestro en la oveja.
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3. SINCRONIZACION ESTRAL

La sincronizacién estral es utilizada en la industria ovina para mejorar la
eficiencia productiva, para facilitar el uso de la inseminacién artificial y la técnica de
transferencia de embriones (Beck ef al,, 1993). La sincronizaci6én estral se ha convertido
en un vital instrumento en el manejo de la reproduccién en animales domésticos. Enire
los beneficios que se obtienen se considera la planeacién del programa de apareamiento y
una reduccién en costos por jornales en términos de deteccion de estro y cuidados de los
corderos recién nacidos (Oyedeji ef al., 1990). En las hembras donantes, la sincronizacion
e induccién del celo, permiten obtener embriones con el mismo estado de desarrollo en
todas las hembras tratadas, lo cual se logra mediante la administracién de progestagenos

o de prostaglandinas (Baril ef al., 1995).

La sincronizacion estral estd basada en el control del ciclo estral de la hembra, lo
cual se obtiene mediante diferentes dispositivos conteniendo progesterona o
progéstégenos. La liberacion de progesterona puede implementarse en diferente formas,
variando desde un periodo natural de progesterona elevada seguida del comportamiento
estral y la ovulacion, hasta la administracion exdgena de progesterona pura o un potente
analogo de progesterona, usualmente dispositivos via intravaginal (Scudamore et al.,
1993). El método ideal de sincronizacion estral debe alcanzar buena precisién y buena
fertilidad (Mutiga y Mukasa-Mugerwa, 1992). Las esponjas intravaginales de
poliuretano impregnadas con 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) o de 30 a
45 mg de acetato de fluorogestona (FGA) son las fuentes de progestdgenos mas utilizados
(Baril et al., 1995), siendo las esponjas con 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA) el
mas recomendado para ovejas. El tratamiento de sincronizacién puede realizarse
también por medio de implantes subcutineos impregnados de 3 mg de Norgestomet, los

cuales se colocan bajo la piel a nivel de la superficie externa de la oreja.
La sincronizacion del celo puede obtenerse también mediante dos inyecciones de

un analogo de prostaglandina F2o0. La necesidad de proceder con dos inyecciones

administradas con un intervalo de 10 a 14 dias se debe a que, por una parte, las hembras
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con fase folicular con una sola inyeccion no quedaran sincronizadas y, por otra parte, los
cuerpos luteos son sensibles a la prostaglandina solo a partir del quinto dia de la fase
luteal, quedando un nimero importante de hembras fuera de sincronizaciéon aplicando

solo una inyeccién de prostaglandina (Baril e al., 1995).
3.1. Utilizacién de acetato de fluorogestona (FGA)

~ Los resultados reportados por Scudamore et al. (1993), indican que el tiempo
.promedio de inicio del estro en relacién al retiro del dispositivo no fue diferente
sipnificativamente entre 3 tratamientos utilizando esponjas impregnadas con FGA y el
dispositivo CIDR para la sincronizacién estral en ovejas superovuladas. La
manifestacion estral se pudo observar entre las 18.0 h para el caso de ovejas tratadas con
CIDR y las 20.8 h para ovejas tratadas con FGA después del retiro de la esponja. Sin
embargo, existieron diferencias significativas cuando los resultados se compararon con
los obienidos al administrar prostaglandina F2¢. La manifestacion estral ocurri6 a las
31.0 h en ovejas tratadas durante la fase luteal. El tratamiento de sincronizacidn estral
que mostré mejores resultados en ovejas que fueron superovuladas, fue la esponja
intravaginal con 30 mg de FGA, con la adicion de 400 mg de progesterona, seguido por el
tratamiento con prostaglandinas F2a y finalmente el dispositivo CIDR (Scudamore et al.,
1993).

La incidencia de estro no fue diferente significativamente entre cuatro grupos de
ovejas sincronizadas con esponjas impregnadas con 30 mg de FGA a las cuales se les
superovuld con cuatro dosis de FSH-p, variando entre 87 y 93% la manifestacion estral
(D’Alessandro ef al., 1996). Sin embargo, el tiempo promedio del retiro de la esponja al
inicio del estro fue influenciado por el tratamiento. En ovejas tratadas con 250 UI FSH-p,
la manifestacion estral fue atrasada en relacién a ovejas tratadas con 1000 o 500 UI de
FSH-p.
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Scudamore ef al. (1992) no encontraron diferencias en la tasa de ovulacion entre
ovejas sincronizadas utilizando un dispositivo con 30 o 40 mg de acetato de fluorogestona
(FGA), pero la proporcion de embriones de alta calidad recolectados el dia 6, utilizando

inseminacion artificial fue mayor para el nivel mas alto de FGA.

3.2. Utilizacion de acetato de medroxiprogesterona (MAP)

Los resultados publicados por Fucui ef al. (1989), mostraron un rango del §9.5 al
97.8% de ovejas que manifestaron celo cuando se les aplicd PMSG dos dias antes o al
momento de retirar la esponja impregnada con MAP, respectivamente. La manifestacién
del comportamiento estral fue a las 18-42 h y 24-48 h, respectivamente después de
remover la esponja. La aplicacion de PMSG dos dias antes de la remocidén de la esponja,
ocasioné un significativo adelanto en la manifestacion estral (31.4 y 39.7 h)
comparativamente con ovejas que recibieron PMSG al momento de retirar el dispositivo.
Por otro lado, el tiempo promedio de inicio de comportamiento estral fue de 27.3+32 h
en ovejas sincronizadas con esponjas impregnadas con MAP, mostrando conducta estral
el 100% de las ovejas tratadas (Fucui et al.,, 1999), lo anterior en animales que no
recibieron ningln tipo de gonadotropina, siendo similares a los resultados reportados

por Beck et al. (1993} quienes reportan el 100% de manifestacion estral.

3.3. Dispositivos intravaginales de liberacion controlada internamente (CIDR)

Los resultados reportados por Thompson et al, -(1990), no muestran diferencias
significativas en la manifestacién estral entre los dispositivos CIDR y esponjas
intravaginales utilizadas en la sincronizacién estral de ovejas superovuladas. La mayoria
de las ovejas (76%) mostraron comportamiento estral entre las 14 y 22 h después de
retirados los dispositivos. La evaluacion de tres tratamientos de sincronizacién (1 CIDR,
2 CIDR y esponjas impregnadas con MAP), se observé un efecto significativo del
tratamiento de sincronizacién en la tasa de ovulacion y la recolecciéon de embriones en
ovejas superovuladas. La manifestacion estral para las ovejas sincronizadas con 1 CIDR

se presenté entre las 12 y 24 h, mientras que para ovejas tratadas con 2 CIDR y con
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esponjas intravaginales, la manifestaciéon estral se presentdé entre las 22 y 30 h,
sugiriendo que ovejas sincronizadas con un CIDR pueden producir una respuesta
superovulatoria sub optima y al mismo tiempo acortar el intervalo entre el retiro del
dispositivo y la manifestacién estral (Thompson et al., 1990). El dispositivo CIDR
produjo bajos porcentajes de ovulacidn y un numero reducido de ovocitos de alta

calidad, comparado con esponjas que contenian 60 mg de MAP.

La manifestacion estral en ovejas tratadas utilizando CIDR y esponjas
intravaginales impregnadas con progesterona, fue inducida significativamente mas
temprano que en ovejas tratadas con progestigenos FGA y MAP, manifestando
comportamiento estral entre las 22.3 y 29.4 h después de remover el dispositivo vaginal,
respectivamente (Fucui et al., 1999). El porcentaje de ovejas que manifestaron
comportamiento estral fue similar para los dos grupos evaluados siendo de 95.0 y
95.45%, respectivamente. Los resultados reportados por Fucui et al. (1999), mostraron
que el tiempo de inicio del estro en ovejas tratadas con CIDR fue aproximadamente 5 y
10 h més temprano que en aquellas tratadas con esponjas impregnadas con MAP y FGA,
respectivamente. Los resultados concuerdan con los reportados por otros autores
(Rhodes y Nathanielsz, 1988; Smith et al., 1989; Fucui ef al., 1993), quienes mostraron
que tratamientos con progesterona natural inducen el estro 7-24 h mas temprano que las

¢sponjas intravaginales conteniendo MAP o FGA.
3.4. Utilizacion de implantes subcutaneos

Los resultados reportados en ovejas. no superovuladas (Cardwell et al., 1998),
mostraron que el intervalo entre el retiro del implante y el inicio del comportamiento
estral fue significativamente mayor en ovejas tratadas solamente con un implante de
norgestomet (81%) comparativamente con las ovejas tratadas con el implante mas 500
Ul de PMSG (88%). La manifestacion estral se observdé a las 46.0 y 32.6 h,
respectivamente. El intervalo de la remocion del implante a la ovulacidn fue mayor
significativamente en ovejas tratadas con un implante (79.8 h) que en ovejas con
implante mas PMSG (68.6 h). Por otro lado, los resultados de Maxwell y Barnes (1986),
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mostraron que la respuesta a la sincronizacion estral fue similar en ovejas tratadas con
norgestomet mds PMSG que en aquellas tratadas con CIDR mas PMSG. En ambos
grupos las ovejas manifestaron estro en las primeras 48 h después de retirado el

progestageno.

3.5. Utilizacion de prostaglandinas

Beck ef al. (1993) reportan que el 100% de las ovejas mostraron estro
sincronizado al ser tratadas con esponjas impregnadas con MAP maés una dosis de
PGF2a o sincronizadas con doble dosis de PGF2a administradas con un intervalo de 11
dias, comparada con 53% de ovejas que mostraron estro cuando recibieron una sola
dosis de PGF2a, existiendo diferencia significativa. La manifestacion estral fue en un
periodo de 3 a 5 dias. Por otra parte, en los reportes de ovejas sincronizadas con
prostaglandina, la manifestacién estral no fue diferente significativamente en relacion
con ovejas sincronizadas con esponjas impregnadas impregnadas con acetato de
fluorogestona (Mutiga y Mukasa-Mugerwa, 1992), iniciando el comportamiento estral a
las 44 y 55 h en ovejas sincronizadas con prostaglandinas y esponjas, respectivamente.
En ovejas sincronizadas con prostaglandinas, que no fueron superovuladas, se pudo
observar un rango de sincronizacion estral del 73 al 80% (Henderson et al., 1984, Beck et
al., 1987).

4. FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA

El alto grado de variabilidad en la tasa de ovulacién y niimero de embriones
recuperados después de la superovulacién, ha sido demostrado en la especie ovina de
manera similar con ganado bovino, esta variabilidad en la respuesta es el principal factor
limitante en los programas de transferencia embrionaria en pequefios rumiantes
'(Cognie, 1999). L.a interaccion de multiples factores pueden ocasionar que un 20% de
ovejas no respondan al tratamiento superovulatorio (<5 ovulaciones) por lo cual no son
consideradas para recuperacion embrionatia. Es probable que algunos factores como
son raza (Baril ef al., 1985), edad de la donadora, gonadotropina utilizada, estacion de

afio (Gordon, 1997) asi como la condicién corporal contribuyen en la variabilidad. La
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poblacion folicular ovérica al inicio del tratamiento de superovulacion, también ha sido

asociada en recientes investigaciones (Gonzalez-Bulnes ef af., 2000).

4.1. Raza

Los resultados del analisis de 9,000 superovulaciones realizadas durante seis afios
utilizando diferentes razas ovinas, mostraron que la raza de la donante en cada afio
evaluado, afecté en forma significativa la tasa de ovulacion, la tasa de recuperacion de
embriones y el numero de embriones transferibles (Vivanco, 1998). Diferencias
significativas fueron observadas entre ovejas Suffolk, Merino y Romney Marsh
superovuladas, para tasa de ovulacion (11.3, 16.6, 8.2 cuerpos liteos) y niumero de
embriones producidos (5.2, 2.9, 3.8) (Armstrog y Evans, 1983). Tasas de ovulacion
diferentes también han sido reportadas al superovular ovejas Préalpes, Lacaune y
Romanov x Préalpes (Torres et al., 1987), reportando 19.5 ovulaciones para ovejas
Romanov x Préalpes, 12.0 para ovejas Lacaune y de 9.0 para ovejas Préalpes. Resultados
similares fueron reportados en ovejas Chios y East Friesian (Boscos et al, 1997),
observandose mayor respuesta en tasa de ovulacidon y niimero de embriones transferibles
en ovejas de la raza Chios. La tasa de recuperacién embrionaria fue similar entre las dos

razas.

Los resultados para ovejas Churra, Merina y Manchega (Picazo ef al.,, 1996), no
mostraron diferencias significativas entre razas en la tasa de ovulacion (8.1, 7.0 y 5.0
cuerpos liiteos, respectivamente) y el nimero total de embriones transferibles (3.1,3.3 y

1.6, respectivamente).
4.2, Edad

La ventaja potencial que podria tener la transferencia de embriones, es la
habilidad de acortar el intervalo generacional mediante la obtencién de embriones de

donadoras prepuberes para su transferencia a receptoras adultas. Sin embargo, los

resultados obtenidos (Rangel-Santos et al, 1991) han mostrado una respuestia
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superovulatoria y tasa de fertilizacion significativamente menor en corderas comparadas
con ovejas adultas, ain cuando las corderas fueron seleccionadas cuando ya habian
iniciado su ciclo reproductivo (Ar_mstrong y Evans, 1983). Se ha sugerido que los
reducidos logros con animales jovenes pueden resultar de subéptimas concentraciones de
progesterona, conduciendo a una inadecuada preparacién del eje hipotalamo-pituitaria
para la induccién de superovulacion y/o del ambiente uterino para permitir la

fertilizacion y la formacioén de embriones transferibles (Armstrong y Evans, 1983).

El efecto de la edad de la donadora fue observado en los resultados publicados
por Torres ef al. (1987), quiencs encontraron una mejor respuesta a tratamientos de
superovulacion en ovejas > a 6 afios comparativamente con ovejas < a 3 afios. La tasa de
ovulacion (12.0 vs 8.8) y el nimero de embriones recuperados (9.2 vs 6.6) fue
significativamente mayor en ovejas > a 6 afios. Forcada ef al. (2000), indican una buena
respuesta a tratamientos superovulatorios en ovejas Rasa Aragonesa mayores de ocho
afios de edad. Los autores reportaron un promedio de 11.0 cuerpos liteos, 7.3 embriones
recuperados y 4.9 embriones trasferibles por oveja superovulada, después de tres afios

consecutivos de ser utilizadas como donadoras.

Las ovejas donadoras de edad avanzada tuvieron una respuesta superovulatoria
significativamente mayor y debido a que el porcentaje de recuperacién embrionaria se
mantuvo constante, finalmente se recuperd un. mayor nimero de embriones de ovejas de

edad avanzada que de ovejas jovenes (Bari et al., 2001). %
4.3. Gonadotropina utilizada

El tiempo de vida biologico de las diferentes gonadotropinas ha determinado
tradicionalmente los medios més eficientes de su administracion para inducir una
respuesta superovulatoria. El amplio tiempo de vida de la gonadotropina sérica de yegua
prefiada (PMSG) (12 h en ovejas, McIntosh ef al., 1975) ha permitido el uso de una sola
inyeccion, mientras que generalmente se ha pensado que el corto tiempo de vida de las

preparaciones de FSH (2 h en ovejas, Akbar et al., 1974), requiere de la administracion
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de una o dos aplicaciones diarias durante 3 a 4 dias, El gran tiempo de vida media de
PMSG causa efectos adversos cuando es utilizada para la superovulacién. La incidencia
de foliculos grandes sin ovular se incrementa {Booth et al., 1975). Es probable que los
estrogenos incrementen la tasa de transporte de los embriones a través de los oviductos y
asi disminuya el porcentaje de recoleccion embrionaria. El uso de PMSG en ovejas ha
sido asociado con la activacion prematura de los ovocitos resultando en la liberacion de

ovocitos envejecidos o anormales al momento de la ovulacién (Moor ef al., 1985).

Los resultados de estudios donde se compara la eficiencia de preparaciones de
PMSG y FSH para inducir la superovulacion, han generado resultados variables. Los
resultados reportados por Critser ef al. (1980), no mostraron diferencias significativas
entre las dos gonadotropinas, mientras que Elsden ef al. (1978) y Monniaux ef al. (1983)
han reportado que las preparaciones purificadas de FSH superan los resultados
obtenidos con PMSG. Las ventajas que se obtienen al utilizar FSH comparativamente
con PMSG, incluye un mejor transporte de espermatozoides en la oveja (Evans y
Armstrong, 1984), una mejora en la tasa de fertilizacién utilizando inseminacion cervical
{(Evans et al., 1984) y una mayor produccion de embriones (Elsden ef al., 1978).' La
variacion en tasa de ovulacion tiende a ser mayor en respuesta a la aplicacion de PMSG
que con FSH y un bajo porcentaje de todas las donadoras tratadas con PMSG en
relacién con FSH, producen embriones transferibles (55% vs 100%, respectivamente).
Otras diferencias observadas entre los dos tipos de gonadotropinas es la ocasional
sobreestimulacién de los ovarios, con presencia de multiples quistes foliculares en ovejas
tratadas con PMSG, lo cual no se ha observado en ovejas tratadas con FSH (Armstrong
y Evans, 1983),

La administracion conjunta de PMSG en combinacion con FSH para superovular
ovejas, ha eliminado las desventajas de utilizar a ambas hormonas de manera
independiente (Ryan ef al., 1984). Una dosis moderada de PMSG (400-800 UT) en
combinacién con una dosis superovulatoria de FSH (12-20 mg) incrementa la produccién
de embriones, mediante el incremento de la proporcién de ovejas que muestran una
respuesta superovulatoria y debido a que no se incrementa el nimero de foliculos

persistentes.
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En la actualidad existen disponibles comercialmente diferentes tipos de FSH, sin
embargo, las que se utilizan con més frecuencia son las de origen ovino (Ovagen) y
porcino (Folltropin-V). La administracién de Ovagen induce un incremento significante
en el nimero de foliculos > 4 mm en tamafio, debido a un incremento del crecimiento de
los foliculos desde la primera inyeccidén de FSH a la remocién de la esponja e incremento
el nimero de foliculos nuevos detectados de las 12 a las 36 h de la primera dosis de FSH
y una disminucién en la tasa de regresion desde las 24 h (Gonzalez-Bulnes et a/., 2002b).
La factibilidad de utilizar FSH-p como gonadoiropina exdgena para inducir ovulaciones
miultiples en ovejas ha sido demostrada por varios investigadores (Torres et al., 1987;

D’ Alessandro et al., 1996, Stenbak ef al,, 2001),
4.4. Epoca del afio

En regiones templadas, las ovejas responden a la disminucion en la longitud del
dia a finales de la estacion de otofio e inicio de la estacion de invierno, mediante el
incremento en la actividad del pulso generador de GnRH, mostrando comportamiento
estral y logrando la ovulacion durante los meses de invierno (Wheeler y Land, 1977).
Debido a que la longitud del dia se incrementa en primavera, se presenta una
disminucién gradual de GnRH pulsatil hasta que el pico preovulatorio de LH no puede
ser generado y el comportamiento ciclico estral cesa (Bittman et al., 1985). Sin embargo,
el desarrollo folicular no cesa (Cahill y Mauleon, 1980) y sucesivas ondas de desarrollo
folicular se continuan desarrollando durante la época de anestro (Bartlewski et al., 1998),
sugiriendo que estos foliculos pueden ser estimulados para madurar y ovular mediante la
administracién de gonadotropinas exogenas (Mitchell et al,, 2002). Los resultados
teportados por los mismos autores indican que la tasa de ovulacion de ovejas
superovuladas se mantuvo constante durante la época de anestro, de manera contraria a
lo que ocurre en ovejas de ovulacién natural donde existe una reduccion en la tasa de
ovulaciéon. Sin embargo, una mayor proporcion de ovocitos recuperados durante la
época de anestro comparativamente con los de la época reproductiva fueron

infertilizados o degenerados. La concentracién de progesterona en el ciclo anterior a la
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ovulacién ha sido positivamente asociada con la viabilidad embrionaria (McEvoy et al.,
1995) y es sabido que la secrecion de progesterona se reduce durante la parte final de la

¢poca reproductiva (Mitchell ef al., 1999).

El promedio de embriones viables (4.2 embriones/donadora) reportados por
Lopez-Sebastian et al. (1990) en ovejas superovuladas, indican que no existi6 diferencia
significativa entre época reproductiva y de anestro. Resultados similares encontraron
Gonzalez-Bulnes et al. (2003) quienes reportaron que la tasa de ovulacion (11.6 vs 11.6),
la tasa de recuperacion embrionaria (68.7 vs 82.7) y el niimero de embriones viables (5.8
vs 7.2), no fue significativamente diferente entre la época reproductiva y la época de
anestro en ovejas superovuladas. Sin embargo, resultados contrarios reportaron Torres
et al, (1987) en ovejas Lacaune. La tasa de ovulacion (11.2 vs 8.4 cuerpos liteos), el
numero de embriones recuperados (9.3 vs 7.1) y el niimero de embriones transferibles
(63 vs 2.8) fue significativamente mayor durante la época reproductiva
comparativamente con la época de ﬁnestro. Resultados similares fueron reportados por
Fucui ef al. (1994), obteniendo una menor tasa de ovulacién durante la época de anestro
que cuando se superovularon ovejas en la época reproductiva (8.4 vs 14,7). Sin embargo,
resultados contrarios fueron reportados por Greaney et al. (1991), quienes al
superovular ovejas de cinco razas durante la época reproductiva y de anestro,
encontraron una tasa de ovulacién mayor en la época de anestro comparativamente con
la época reproductiva (7.8 vs 6.6 cuerpos hiteos). Resultados similares fueron reportados
por Ridell et al. (1988), demostrando la viabilidad de alcanzar una respuesta
superovulatoria en ovejas tratadas durante el periodo de anestro, obteniendo una tasa de

ovulacién promedio de 7.2 y un promedio de 5.2 ovocitos recuperados.

La presencia de un foliculo grande al inicio del tratamiento superovulatorio en la
época reproductiva, no ejercié efecto significativo en el nimero de cuerpos liteos, sin
embargo, la tasa de recuperacion asi como el nimero de embriones viables fueron
menores en ovejas superovuladas con presencia de foliculo grande, por el contrario, la

influencia negativa que resulta de la presencia de un foliculo grande en el nimero de

27



embriones trasferibles, no fue detectada en ovejas en anestro (Gonzalez-Bulnes et al.,

2003),

5. ALTERNATIVAS PARA MEJORAR LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO DE
SUPEROVULACION

5.1. Utilizacién de cidos grasos polinsaturados (AGPY)

La utilizacién de 4cidos grasos polinsaturados en la dieta de las donadoras puede
ser una alternativa para mejorar la eficiencia en programas de ovulaciéon miultiple y
transferencia de embriones. Zeron ef al. (2002) observaron un mayor niimero de foliculos
totales por ovario en ovejas alimentadas con AGPI (17.5) comparado con la dieta control
(14.5). Al incluir AGPI en la dieta se incrementé significativamente el nimero de
ovocitos por ovario (14.7), comparados con ovejas alimentadas con la dieta control
(10.08). Asi mismo, Ja inclusion de AGPI én la dieta incrementé el niimero de ovocitos
grado 1 .comparativamente con ovejas del grupo control (743 vs 57.0%,
respectivamente). Los autores concluyeron que la inclusién de AGPI en la dieta de ovejas
cambia la composicién de 4cidos grasos en los componentes foliculares, influyendo en la

calidad de los ovocitos.
5.2. Presencia de Cuerpo Luteo (CL)

La presencia de al menos un CL al momento de aplicar [a primera dosis de FSH
en ovejas superovuladas, no ejercid efecto significativo en la tasa de ovulacion (12.5 vs
10.2 cuerpos luteos), sin embargo, el numero total de embriones recolectados mostré una
tendencia a incrementarse en ovejas que contaban con un CL (9.3 vs 5.1), dichos
embriones mostraron una alta tasa de viabilidad, por lo que el niimero total de
embriones transferibles en ovejas con CL fue mayor (7.2 vs 2.7) comparativamente con
ovejas que no presentaron CL al inicio del tratamiento. Por otro lado, existi6 una
correlacion positiva entre el mimero de foliculos pequefios (2-3 mm) y la tasa de

ovulacion en ovejas con presencia o ausencia de CL, sin embargo, existié una correlacién
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positiva entre el numero total de embriones recolectados y el nimero de foliculos
pequefios asi como el nimero de embriones viables en ovejas que contaban con un CL,
condicion gue no fue observada en ovejas con ausencia de CL en el momento de aplicar
la primera dosis de FSH (Gonzalez-Bulnes éf al., 2002¢). La respuesta ovulatoria, en
tratamientos de supoerovulacion, puede incrementarse iniciando el tratamiento durante

la fase luteal temprana del ciclo estral.
5.3. Remocion del folicule dominante

La presencia de un foliculo grande (>6 mm de didmetro) al iniciar la
superovulacion, ha sido asociado con una disminucion significativa del niimero y la
viabilidad de los embriones recuperados (Gonzalez-Bulnes ef al., 2002a; 2002b), lo cual
ha sido superado mediante la remocién de dicho foliculo. Los investigadores reportaron
un mayor numero de foliculos (P<0.05) pequeifios (2-3 mm de diametro) durante los
primeros tres dias de la segunda onda de crecimiento folicular en las ovejas a las que se
les removid tanto el foliculo dominante como la totalidad de los foliculos presentes al
inicio del tratamiento de superovulacién, comparativamente con ovejas testigo (Evans ef

al., 2002).

5.4. Superovulacion al inicio de la primera onda folicular

La administracion del tratamiento de superovulacién al momento de la
emergencia de la primera onda folicular, provocé un mayor reclutamiento folicular y
una mayor respuesta ovulatoria comparativamente con ovejas superovuladas en las
cuales estd presente un foliculo grande al iniciar el tratamiento superovulatorio
(Rubianes ef al., 1997). '

5.5. Utilizacién de hormona del crecimiento (rGH)

El tratamiento de ovejas adultas con rGH puede incrementar el desarrollo de
foliculos ovaricos dependientes de gonadotropinas, ya que la rGH es requerida para que

el crecimiento folicular continte mas alld de los 2 mm de diametro actuando mediante un

29



incremento en la secrecion de IGF-I ovarico, asi como un incremento en la concentracion
periférica de IGF-I e insulina. Los resultados publicados por Gong ef al. (1996)
mostraron que la poblacion de foliculos de 2.1-3.0 mm fue significativamente
correlacionada con la concentraciéon periférica de GH, IGF-I e insulina. Resultados
similares se obtuvieron en ganado bovino (Gong et al, 1993) donde el niimero de
foliculos antrales pequefios fueron duplicados, Estudios realizados in vitre han
demostrado que los IGF-I e insulina pueden estimular la proliferacion y esteroidogénesis
en las células de la granulosa ovinas (Webb y Mchide, 1991, Monniaux y Pisselet, 1992).
Los resultados muestran el potencial de utilizar la rGH en protocolos de superovulacién

en ovinos.
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EFECTO DE RAZA EN LA PRODUCCION DE EMBRIONES DE
OVEJAS SUPEROVULADAS

RESUMEN

Rodriguez M. A,, Rangel S. R., Rodriguez de L .R. y Sanchez del R. C.

Ll objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la raza de la donadora en la tasa de
ovulacion, la tasa de recuperacién embrionaria y la cantidad de embriones transferibles
en ovejas superovuladas. Se utilizaron un total de 51 ovejas donadoras de tres grupos
raciales (24 Dorper, 18 Charollais y 9 East Friesian), las cuales fueron superovuladas de
marzo a diciembre de 2002, Las ovejas se sincronizaron con esponjas intravaginales,
conteniendo 40 mg de acetato de fluorogestona (FGA,; Chronogest, Intervet®),
manteniéndose por 12 dias junto con 75 pg de prostaglandina F2a (Prosolvin C,
Intervet®) por donadora, aplicada el dia 10, considerando como dia 0 el dia de la
insercién de la esponja. La superovulacién consistié de ocho dosis decrecientes (50, 50,
40, 40, 30, 30, 20 y 20 mg) de FSH (Folltropin, Vetrepharm®, dosis total = 280 mg), por
donadora via intramuscular, aplicadas a intervalos de 12 horas, iniciando el dia 10, 60 h
antes de retirar la esponja y terminando 24 h después de su retiro. Las ovejas fueron
inseminadas intrauterinamente por laparoscopia utilizando semen fresco de sementales
de la misma raza que las donadoras y de fertilidad conocida. La recoleccion embrionaria
se realizo el dia 7 después del celo, al mismo tiempo se determind la tasa de ovulacién por
laparotomia media ventral. Los embriones fueron evalnados por caracteristicas
morfologicas. Se observaron diferencias (P<0.05) entre la raza Charollais y Dorper
(18.16 £ 0.99 vs 10.70 x 0.86 cuerpos liteos) en la tasa de ovulacién, sin diferencias
(P>0.05) en la tasa de ovulacion entre las razas Charollais y East Friesian (18.16 £ 0.99 vs
14.44 + 1.41), ni entre las razas East Friesian y Dorper (14.44 £ 1.41 vs 10.70 £ 0.86). La
tasa de recuperacion embrionaria no mostr6 diferencias significativas entre las tres razas
evaluadas (Charollais, 75.76 % 8.6; Dorper, 63.61 + 7.5; East Friesian 56.09 *+ 12.2). El
niimero de embriones transferibles fue superior (P<0.05) en ovejas Charollais (11.5 &
0.70) comparativamente con ovejas Dorper (3.1 + 0.67), sin embargo, no existié
diferencia (P>0.05) entre las razas Charollais y East Friesian (11.5 £ 0.70 vs 6.0  0.79),
asi como entre las razas East Friesian y Dorper (6.0 £0.79 vs 3.1 £ 0.67). Los resultados
muestran diferencias entre razas en su capacidad de respuesta al tratamiento de
superovulacion utilizado.

Palabras clave: razas ovinas, superovulacion, embriones.
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ABSTRACT

Alfredo Rodriguez Moreno

EFFECT OF BREED ON EMBERYO PRODUCTION IN SUPEROVULATED EWES

(SEPTEMBER 2004)

(Under the direction of Ph.D. Raymundo Rangel Santos).

The objective of the study was to evaluate the effect of donor breed on ovulation rate,
embryo recovery rate, and number of transferable embryos in superovulated ewes. Fifty
one ewes from three breeds (24 Dorper, 18 Charollais and 9 East Friesian) were
superovulated from March to December of 2002, The ewes were synchronized with
vaginal sponges containing 40 mg of fluorogestone acetate (FGA; Chronogest, Intervet)
inserted for 12 days together with 75 ng of prostaglandins (Prosolvin, Intervet) per
donor administered on day 10, considering as day 0 the day of sponge insertion. The FSH
for superovulation was administered every 12 hours during 4 days through 8
intramuscular injections in a descending protocol (50,50,40,40,30,30,20, and 20 mg). The
treatment started on day 10, 60 hours before sponge removal and finished 24 hours after.
The ewes were inseminated by laparoscopy with fresh semen from a ram of the same
breed of the donor with known fertility. Embryo recovery was attempted on day 7 after
estrus and ovulation rate was determined through mid ventral laparotomy at the same
time. The embryos were evaluated taking into consideration morphological
characteristics. There were significant differences (P<0.05) in the ovulation rate between
Charollais and Dorper ewes (18.16 vs 10.70), but the differences were not significant
(P>0.05) between Charollais and East Friesian ewes (18.16 vs 14.44) or between East
Friesian and Dorper (14.44 vs 10.70) ewes. There were no significant differences in
embryo recovery rate between the three breeds considered (Charollais, 75%; Dorper,
63%; East Friesian 56%). The number of transferable embryos was higher (P<0.05) in
Charollais (11.5) compared with Dorper ewes (3.1), however, there were no significant
differences between Charollais and East Friesian ewes (11.5 vs 6.0), or between Easti
Friesian and Dorper ewes (6.0 vs 3.1). The results showed differences between breeds in
the response to the superovulatory treatment administered.

Key words: sheep breeds, superovulation, embryos.
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INTRODUCCION

El interés por utilizar razas especializadas en la produccién, con gran capacidad
de adaptacion a un determinado ritmo de produccién o condicién ambiental, ha venido
incrementando la demanda por razas exodticas con dichas cualidades, como es el caso de
las razas Dorper, East Friesian y en menor medida Charollais, lo cual se vio reflejado al

iniciar la importacién de estas razas en la década pasada.

La alternativa para cubrir esa demanda, de manera menos costosa y en un corto
plazo, es mediante la implementacion de programas de superovulacion y transferencia de
embriones, con lo cual se puede cubrir en gran medida la demanda interna, asi como
proporcionar a los ovinocultores nacionales alternativas para seleccionar la raza mas
idonea acorde a los objetivos de cada explotaciéon. Sin embargo, el principal factor que
limita el potencial de los programas que involucran la ovulacién multiple y la
transferencia de embriones, es la dificultad para obtener suficientes embriones de buena
calidad (Torres ef al., 1987; Cognie, 1999), A pesar de los esfuerzos realizados en el
manejo animal, el uso de gonadotropinas asf como los protocolos para su administracion,
se ha observado que existe una gran variabilidad en la respuesta a tratamientos de
superovulacion, convirtiéndose en la mayor limitante en la industria de la iransferencia
de embriones en ganado ovino (Cognie, 1999). La alta variabilidad ha sido asociada con
diferentes factores, entre ellos la raza de la donadora, asi como a factores intrinsecos
tales como el numero de foliculos en desarrollo presentes en el ovario de [a donadora al
momento de iniciar el tratamiento de superovulacion (Gonzalez-Bulnes et al., 2000,
2002a), Resultados de la literatura reportan respuestas entre 0 y 20 embriones por
animal superovulado, con un promedio de 4 a 6 embriones por lavado (Torres ef al,
- 1987; Rangel, 1998) y de 2 a 3 gestaciones por tratamiento (Gutiérrez y Zarco, 1998). Los
resultados de 9,000 ovejas superovuladas en Nueva Zelanda realizadas durante 6 afios,
mostraron que el efecto de la raza de las donadoras explicod el 30% de la variacién en la
respuesta superovulatoria (Vivanco, 1998), afectando la tasa de ovulacién, la tasa de
recoleccion embrionaria asi como la tasa dé embriones transferibles. Especificamente el
porcentaje de embriones de buena calidad fue ampliamente influenciado por la raza
(Vivanco et al., 1994).
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El efecio racial reflejado en la respuesta superovulatoria utilizando
gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG), fue observado en ovejas de diferente
prolificidad, siendo mayor la tasa de ovulacién en ovejas con alta prolificidad que en
ovejas de baja prolificidad (Cahill y Dufour, 1979). Resultados similares fueron
observados en ovejas Romney seleccionadas para alta prolificidad (Smith, 1976),
presentando un mayor nimero de ovulaciones comparadas con ovejas de baja
prolificidad. Asi mismo, en los resultados reportados por Bindon ef al. (1971) y Piper et
al. (1982), la respuesta ovarica en ovejas Merino seleccionadas por alta incidencia de
partos multiples, fue tres veces mayor que en ovejas seleccionadas por baja incidencia de

partos mtltiples.

Respuestas diferentes en tasa de ovulacién también han sido reportadas al
superovular ovejas Préalpes, Lacaune y Romanov x Préalpes (Torres et al., 1987), Chios
y East Friesian (Boscos ef al., 1997} y ovejas Churra, Merina y Manchega (Picazo ef al.,
1996). Las diferencias también han sido observadas en el numero de embriones
recolectados y el niimero de embriones transferibles. Por otro lado, diferencias entre
razas prolificas (Romanov) y no prolificas (Il-de-France), ha sido asociado con mayor
sensibilidad a gonadotropinas de los foliculos en la fase temprana de crecimiento en
ovejas prolificas, permitiendo el crecimiento de dichos foliculos a pesar de la disminucidén
de los niveles de FSH circulante (Abdennebi ef al., 1999).

La incapacidad de obtener un gran niimero de embriones viables provenientes de
hembras selectas, como resultado de la variabilidad en la respuesta ovarica a la
administracion de hormonas exdgenas limita la capacidad para incrementar la eficiencia
reproductiva y al mismo tiempo restringe ¢l mejoramiento genético (Webb et al., 1999).
La disponibilidad de informacion relacionada a la cantidad y calidad de embriones que
produce una raza de interés cs de suma importancia, ya que de ello puede depender cl
éxito o fracaso de un programa de transferencia de embriones, por lo cual el objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de raza en las variables {asa de ovulacion, tasa de
recoleccién embrionaria y la produccién’ de embriones transferibles en ovejas

superovuladas,
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales, manejo y tratamiento

Se utilizaron un total de 51 hembras de raza pura, de tres grupos raciales: Dorper
(n=24), Charollais (n=18) y East Friesian (n=9), de 3 a 4 partos, de 4 afios de edad y peso
vivo promedio de 90, 95 y 75 kg, respectivamente. El estudio se llevd a cabo de marzo a
diciembre de 2002, en una explotacién comercial del estado de Querétaro, México. Los
animales permanecieron en confinamiento total, recibiendo una alimentacién a base de
alfalfa y paja de avena molidos, suplementados con sales minerales y 400 g diarios por
animal de un concentrado comercial conténiendo 14% de proteina cruda. El estro se
sincronizé con esponjas intravaginales conteniendo 40 mg de acetato de fluorogestona
(FGA; Chronogest, Intervet®), manteniéndose por un periodo de 12 dias (Baril ef al,
1995), Se aplicaron 75 pg de prostaglandina F2a (Prosolvin C, Intervei®) por donadora
el dia 10 después de colocada la esponja coincidiendo con la primera aplicacion de FSH.
I.a superovulacién consistié de cuatro pares de dosis decrecientes (50, 50, 40, 40, 30, 30,
20 y 20 mg) de FSH (Folltropin, Vetrepharm®, dosis total = 280 mg), por donadora via
intramuscular, aplicadas en intervalos de 12 horas, iniciando el dia 10, 60 h antes de
retirar la esponja y terminando 24 h después de retirar la esponja. El retiro de la esponja
coincidio con la sexta aplicacién de FSH. La deteccion de estros se realizd a las 24, 30 y
36 horas después de retirar [a esponja, en periodos de 30 minutos por observacion con el
apoyo de machos vasectomizados. Se utilizd6 semen fresco extraido mediante vagina
artificial de sementales de la misma raza que las hembras y de fertilidad conocida. La
inseminacion se realiz6 aproximadamente 18 h después de la deteccion del estro,
mediante inseminacién intrauterina via laparoscopia (Mckelvey e al., 1985). Se
utilizaron dos dosis de semen por donadora, una por cuerno uterino, la concentracion
por dosis fue 100 x 10° de espermatozoides contenida en 0.25 ml. La coleccién de
embriones se realizo a los siete dias, tomando como dia cero el dia del estro, de manera
quirargica, por medio de una [aparotomia media ventral y mediante el lavado de los
cuernos uierinos (Mckelvey et al., 1985). Los embriones se evaluaron en base a sus

caracteristicas morfolégicas, utilizando un microscopio estereoscopico y se clasificaron
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como embriones transferibles (de buena calidad) o embriones con anormalidades y

dvulos, utilizando el criterio descrito por Lindner y Wright (1983).

2. Variables evaluadas

La incidencia y distribucién de estros se determiné mediante el nimero de
hembras que manifestaron comportamiente de estro en relacion al numero de animales
que recibieron tratamiento, con observaciones a las 24, 30 y 36 horas después de retirada

la esponja intravaginal.

La tasa de ovulacion se determind al momento de colectar los embriones,
contando ¢l nimero de cuerpos liteos en los ovarios con apoyo de un laparoscopio

(Quirke et al., 1985).

La tasa de recuperacion embrionaria se calculé dividiendo el nlimero de
estructuras embrionarias recuperadas entre el nimero de cuerpos liteos observados,
multiplicado por cien,

Los embriones obtenidos que fueron de buena calidad se clasificaron como
transferibles, mientras que los no transferibles fueron aquellos que sus caracteristicas

morfolégicas no eran las ideales y/o no cubrian los requisitos para ser transferidos.

3. Andlisis estadistico

El disefio experimental fue un completamente al azar con diferente nimero de
repeticiones y el modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Yij = p + Ti + €ij

Donde Yij es la variable respuesta, y es la media poblacional, Ti es el efecto fijo de

la i-ésima raza y €ij es el error experimental asociado con la j-ésima observacion en la i-
. " 2
ésima raza, €ij ~ NID (0, G%)

Se observo que los valores de las variables provenian de una distribucion normal

y presentaban homogeneidad de varianzas, después de ser analizados con la prueba de
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Ostle (Said y Zarate, 1984) y de Barttlet (Steel y Torrie, 1988) respectivamente, por lo
cual fueron analizados mediante el procedimiento GLM dei paquete computacional SAS
(2001). Los resultados de tasa de recuperacion embrionaria fueron analizados utilizando
la transformacion angular, al no observar diferencias (P<0.05) se analizaron utilizando

los datos originales.
RESULTADOS Y DISCUSION

El 100% de las esponjas fueron retenidas, resultados similares a los reportados
por otros investigadores en ovejas superovuladas (D’Alessandro et al.,, 1996 ) y no

superovuladas (Simonetti ef al., 2000; Avila, 2001; Herndndez, 2003).

La incidencia de estros fue similar para las tres razas evaluadas, observandose
que el 100% de las ovejas evaluadas manifestaron signos de estro. Los resultados son
superiores a los encontrados por D’Alessandro et al. (1996) y Gonzalez-Bulnes et al.
(2002¢), quienes reportaron entre 87-93% y 88.8% de ovejas en celo, respectivamente. El
total de las ovejas Charollais (18) y East Friesian (9) manifestaron estro 24 h después de
retirada la esponja, lo que coincide con los resultados reportados por Torres et al. (1987).
En donadoras de la raza Dorper se observé una manifestacion estral del 90.9% (22/24) a
las 24 h después de retirada la esponja y el restante 9.1% se observd a las 30 h, siendo
semejantes a los reportados por Gonzalez-Bulnes ef al (2002b), observandose una

distribucién estral entre las 26 y 38 h después de retirado el progestigeno.

1. Tasa de ovulacion

Los resultados del presente estudio muestran efecto significativo de raza sobre la
tasa de ovulacién, el nimero de embriones recuperados y el porcentaje de embriones
transferibles. Los resultados de tasa de ovulacion en las tres razas evaluadas se muestran

en el Cuadro 1,
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Cuadro 1. Tasa de ovulacién (TO) en tres razas ovinas superovuladas

Raza No. de Cuerpos liteos Medias de TO £ E. T
ovejas totales

Charollais 18 327 18.16 £ 0.99 a

East Friesian 9 130 1444 £ 1.41 ab

Dorper 24 257 10.70+ 0.86 b

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

La tasa de ovulacién en ovejas Charollais (18.16 £ 0.99) y East Friesian (14.44 *
1.41) no fue diferente (P>0.05), posiblemente debido a que ambas razas presentan una
prolificidad similar. En este respecto, Fhamy (1994; 1996), reporta una prolificidad de
1.8 a 2.2 en ovejas Charollais y en el caso de ovejas East Friesian Shrestha et al. (1982),
Berger y Thomas, (1994) y Fhamy, {1996) indican una prolificidad de 2.1 a 2.3. I.a tasa
de ovulacidn entre ovejas Charollais y Dorper fue diferente estadisticamente (P<0.05),
presentando valores de 18.16 + 0.99 y 10.70 £ 0.86, respectivamente. Las diferencias
observadas pueden estar asociadas a diferencias en prolificidad entre las razas. La
prolificidad en ovejas Dorper es de 1.4 a 1.5 (Elias et al, 1985; Cloete et al, 2000)
comparativamente con una prolificidad de 1.8 a 2.2 en ovejas Charollais (Fhamy, 1994,
1996).

Los resultados obtenidos por Van Zyl ef al. (1987), muestran contrariedad a los
obienidos en el presente, debido a que dichos autores obtuvieron 18,2 cuerpos lateos en
ovejas Dorpet, superovuladas con 24 mg de FSH. Sin embargo, en dicho estudio solo

cinco ovejas fueron superovuladas, limitando la interpretacion de los resultados.

Driancourt ef al. (1986; 1990), reportaron una tasa de ovulacién dos a cuatro
veces mayor en razas con prolificidad alta comparativamente con ovejas de prolificidad
baja, lo cual fue asociado con diferente niimero total de foliculos antrales (Lahlou-Kassi
y Mariana, 1984), condicion que pudo influir en el presente estudio debido a que las
ovejas evaluadas cuentan con distinta prolificidad de manera natural, siendo las ovejas
East Friesian y Charollais consideradas como razas prolificas y la raza Dorper
considerada de baja prolificidad, con lo cual los resultados pueden atribuirse a

diferencias en prolificidad entre las razas consideradas. Dichos resultados han sido
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reconfirmados en estudios mas recientes (Gonzalez-Bulnes et al,, 2002a), donde se ha
podido constatar que la tasa de ovulacién obtenida a la aplicacién de FSH exogena y el
numero de embriones recuperados, fue correlacionada con el niimero total de foliculos
antrales pequefios (2 y 3 mm de didmetro) presentes en el ovario al inicio del tratamiento
superovulatorio. Los mismos autores en otro estudio (Gonzalez-Bulnes et al, 2002b),
reportan que los cambios en la poblacién folicular pueden estar relacionados a un
incremento en la tasa de reclutamiento folicular durante las primeras 36 h del
tratamiento hormonal y a una tasa de regresion folicular menor durante las primeras 24
h. En general los resultados muestran que una oveja con mayor cantidad de foliculos

antrales podrd manifestar una mayor respuesta a la aplicacion exdgena de FSH.

Los resultados de tasa de ovulacién del presente estudio pueden considerarse
buenos ya que duplicaron los obtenidos por Boscos et al. (1997), quienes encontraron 7
cuerpos lliteos en ovejas East Friesian superovuladas. Por otro lado, diferencias en la
respuesta ovulatoria entre ovejas prolificas (Romanov) y no prolificas (Il-de-France) ha
sido asociada con diferencias en la cantidad de receptores a gonadotropinas a nivel
ovarico, ocasionando diferencias en la sensibilidad de los foliculos en la fase temprana de
crecimiento a la accién de gonadotropinas, permitiendo el crecimiento de estos foliculos a
pesar de la disminucion de los niveles de FSH circulante (Abdennebi et al., 1999). La
reducida disponibilidad de informacién en ovejas Charollais limita poder realizar
comparaciones apropiadas. Sin embargo, la tasa de ovulacién puede considerarse
apropiada comparativamente con la tasa de ovulacion obtenida en otras razas carnicas
de caracteristicas similares tales como ovejas Texel (Tervit et al,, 1991), lle de France

(Torres et al., 1987) y Merino (Gonzalez-Bulnes et al., 2000).

2. Tasa de embriones recuperados

La tasa de recuperacion embrionaria no mostré diferencias (P>0.05) entre las tres
razas evaluadas. Los resultados de la tasa de recuperacion embrionaria se muestran en el

Cuadro 2.
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Cuadro 2. Tasa de recuperacién embrionaria (TRE) en tres razas ovinas superovuladas

Raza No. de Cuerpos lateos Estructuras TRE (%)
ovejas totales recuperadas 1t E. K.
Charollais 18 327 252 7576+ 8.6 a
Dorper 24 257 153 6361+ 75 a
East Friesian 9 130 75 5609+ 122 a

Literales similares en la misma columna no indican diferencias significativas (P>>0.03).

La ausencia de diferencias significativas entre razas puede estar relacionada a la
cantidad de superovulaciones realizadas en el presente estudio. Resultados de 9000
superovulaciones (Vivanco et al,, 1998), reportaron efecto significativo de la raza de la

donante dentro de cada afio evaluado.

La tasa de recuperacién de embriones en el presente estudio tiende a ser mayor en
ovejas Charollais comparativamente con ovejas Dorper y East Friesian, sin embargo las
diferencias no fueron significativas. Vivanco et al. (1998), también reportaron que la
“calidad del cuerpo liteo” fue el factor que mdés explico la variabilidad total observada
en tasa de recoleccion, siendo responsable del 34% de la variacion total observada. La
presencia de foliculos de mas de 5mm de diémétro al momento de la coleccién redujo
significativamente la tasa de recoleccién de embriones. Similarmente Gonazalez-Bulnes
et al. (2002a), observaron que la presencia de un folfculo grande afect6 negativamente el

niumero y la viabilidad de embriones recuperados.

Los resultados publicados por Boscos et al (1997), reportan un 60.8% de
recuperacion embrionaria para la raza East Friesian, el cual es similar al 56% obtenido
en el presente estudio, sin embargo, son bajos si se comparan con los obtenidos en otros
estudios utilizando ovejas lecheras, como es el caso de ovejas Chios con un 70% de
recoleccién embrionaria (Boscos et al., 1997), 74 y 83% en ovejas Manchega y Churra,

respectivamente (Picazo ef al., 1996) y 86% en ovejas Lacaune (Torres ef al., 1987).

La reducida disponibilidad de resultados en ovejas Charollais y Dorper, limita

realizar comparaciones apropiadas, sin embargo, la raza Charollais obtuvo una tasa de
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recuperacion embrionaria del 75.76% superior al 60% reportado por Tetvit et al. (1991)
en ovejas Texel, mientras que la raza Dorper presenté un 63.61% de recuperacion

embrionaria, la cual se puede considerar aceptable.

Las diferencias aritméticas en los tres grupos de ovejas evaluadas, pueden estar
relacionados con alteraciones en desarrollo folicular y maduracién de ovocitos como la
presencia de foliculos luteinizados sin ovular (Monniaux et al., 1983) o a deficiencias en la
liberacién de ovocitos fertilizados (Stock et al., 1996), asi como en desarrollo embrionario
temprano por deficiencias propias del embrion o en el ambiente oviducto-uterino

(Gonzalez-Bulnes ef al., 2002a).

3. Embriones transferibles

Los resultados del nimero de embriones transferibles se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Embriones transferibles (ET) en tres razas ovinas superovuladas

Raza No. de Embriones Embriones Medias de ET
ovejas recuperados transferibles (%) T+ E. E.
Charollais 18 252 231 (91.6) 11.5+£0.70 a
East Friesian 9 75 68 (90.6) 6.0£0.79 ab
Dorper 24 153 110 (71.9) 3.1+0.67b

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

El nimero de embriones transferibles no fue diferente (P>0.05) entre las razas
Charollais y East Friesian, ain cuando practicamente fue duplicada la cantidad de
embriones transferibles en la raza Charollais (11.5 £ 0.70) comparativamente con la raza

East Friesian (6.0 & 0.79).

La diferencia numérica observada entre las razas Charollais y East Friesian
puede estar relacionada principalmente a la menor tasa de recoleccién embrionaria que
se observd para ovejas de esta ultima raza. Al respecto, existen resultados de autores que
muestran que algunos de los foliculos que fueron estimulados a crecer hasta la ovulacion

mediante la aplicacion de FSH exdgena, estaban probablemente en etapa temprana de
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atresia, debido a que no existi6 relacion entre ellos y-el numero final de embriones
viables (Gonzalez-Bulnes ef al., 2002a), existiendo resultados que mencionan que el
rescate de foliculos en inicio de atresia, esta asociado con desarrollo folicular inadecuado
y alteraciones en la ovulacion (Rubianes ef al., 1997), siendo ésta probablemente la causa

del menor niimero de embriones transferibles en ovejas East Friesian.

El 90.6% de embriones transferibles en ovejas East Friesian, es superior a los
reportados por Boscos ef al (1997) quienes reportan un 82.0% de embriones
transferibles. El promedio de 6.0 embriones transferibles del presente estudio no supero
los resultados obtenidos por Mejia ef al. (2001), quienes obtuvieron un promedio de 8.4 a
9.5 embriones transferibles en ovejas East Friesian superovuladas utilizando diferentes

protocolos.

La raza Charollais presentdé un 91.6% de embriones transferibles superando los
resultados de Tervit ef al. (1991) quienes reportaron un 75% de embriones transferibles
en ovejas Texel. La alta tasa de ovulacién y la mayor cantidad de embriones transferibles
en ovejas Charollais es dificil explicarse, sin embargo, aunque en forma subjetiva, se
pudo observar que dichos animales presentaban cuernos uterinos mas grandes
comparativamente con las otras dos razas, condicién que pudo favorecer a la raza
Charollais considerando que el numero de corderos nacidos esti en funcién de la tasa de
ovulacidn, la tasa de fertilizacién y la tasa de sobrevivencia embrionaria (Schoenian y
Burfening, 1990), lo que a su vez estd determinado en gran medida por la capacidad

fisica y fisiol6gica del utero,

La cantidad de embriones transferibles fue mayor (P<0.05) entre ovejas
Charollais comparativamente con ovejas Dorper. La baja cantidad de embriones
transferibles en la raza Dorper pudo estar relacionada a factores asociados con la
superovulacién, como puede ser alteraciones en los perfiles hormonales que
posteriormente afectaron el transporte de los ovocitos en el tracto genital (Holst y
Braden, 1972; Evans y Armstrong, 1984; Wilmut et al.,, 1985}, lo que pudo ocasionar

fallas en la ovulacion (Kafi y McGowan, 1997), fallas en la fertilizacion o alteraciones en
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el desarrollo embrionario temprano. Los embriones degenerados no siguen los patrones
normales de transporte en el utero y frecuentemente son desintegrados rapidamente
(Foote y Ellington, 1988), por lo cual al menos en parte, podria explicar la baja cantidad
de embriones transferibles obtenidos. Resultados de ovulaciones multiples realizadas en
ovejas utilizando FSH, indican que esta hormona incrementa el ndmero de foliculos en
desarrollo y el numero de ovocitos saludables durante la época reproductiva y de anestro
(Torres et al., 1987; Stenbak ef al., 2001), por lo cual se pudiera descartar la posibilidad

de que los embriones producidos en ovejas Dorper fueran de mala calidad.
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CONCLUSION

Los resultados del presente estudio muestran que las ovejas donadoras de la raza
Charollais presentaron la mayor tasa de ovulacién y la mayor cantidad de embriones
transferibles, seguida por la raza East Friesian y Dorper., No existid diferencia
significativa para la tasa de recuperacion embrionaria entre las tres razas evaluadas. Las
diferencias raciales en tasa de ovulacion y cantidad de embriones transferibles conllevan

a una respuesta diferencial a la administracion de gonadotropinas exogenas.
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