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RESUMEN

La suplementacion con grasa vegetal tiene un efecto positivo sobre la calidad de
embriones. [l objetivo fue evaluar la repuesta ovarica, calidad embrionaria y grado
de desarrolle~\en ovejas de pelo suplementadas con aceite de palma. Se
emplearon 20s0vejas Katahdin asignadas en dos grupos. El grupo AP3 (n=10)
recibio 3% (35 g)'ydas del grupo AP6 (n=10) recibieron 6% (70 g) de aceite crudo
de palma (AP) porfun‘periodo de 25 d. Después de 5 d alimentacion con la dieta,
las ovejas fueron sincronizadas con un dispositivo intravaginal con 0.3 mg de
progesterona (CIDR-G®RFIZER). Del dia 6 al 9 las ovejas fueron superovuladas a
dosis total de 200 mg de“FSH (Folltropin- V®), administradas via I.M. en dosis
decrecientes cada 12 h (40-40,-30-30, 20-20 y 10-10 mg oveja™). El dia 7 se retird
el CIDR-G® y se dieron dos sewvicios con carneros fértiles a intervalos de 12 h
después de detectado el estro. Siete dias después del servicio se colectaron los
embriones por medio de laparoscopia media ventral. Mediante prueba de Chi
cuadrada y de T se evalud la respuesta superovulatoria (RS), tasa de ovulacién
(TO), estructuras embrionarias “totales (EET), embriones transferibles (ET) y
embriones degenerados (ED), asi como el grado\de desarrollo (GD) y su calidad.
No se observaron efectos estadisticos.significativos entre tratamientos (P>0.05)
para las variables RS, TO, EET y ET. Se“0observaran diferencias (P<0.05) para el
namero de ED, asi como el tendencias a tener” GD, mads homogéneos en
embriones de ovejas suplementadas con AP6, asi comomiayor numero (P<0.05)
de embriones de calidad 1, y menor nimero (P<0.05) de embriones con calidad 3
y 4. La suplementacion de un 6% de aceite de palma en ovejas, puede ser una
practica recomendable que contribuye a mejorar la calidad de embriones con

grado de desarrollo mas homogéneos.

Palabras clave: ovinos, trépico, acidos grasos, actividad ovarica



ABSTRACT

Supplementation with vegetable fat has a positive effect on the quality of embryos.
The objective of this study was to evaluate the superovulatory response, quality
and grade of ‘embryonic development in hair ewes supplemented with palm oil.
Twenty Katahdin'ewes were assigned to two groups. Group AP3 (n=10) received
3% (35 g) and group,AP6 (n=10) received 6% (70 g) of raw palm oil (PA) for a
period of 25 days. Afteryl5 conditioning days, the ewes were synchronized with a
0.3-mg intravaginal progesterone-realising device (CIDR-G®PFIZER). From day 6
to day 9, the ewes were, superovulated with a total dose of 200 mg de FSH
(Folltropin- V®), administered.at’decreasing doses every 12 h (40-40, 30-30, 20-20
and 10-10 mg / ewe™). On day ‘Z'the CIDR-G® was removed and two servings took
place with fertile rams at 12 h intervals after the estrus was detected. Seven days
after the servings, the embryos wer& collected through a laparoscopy. Using Chi-
square and T tests, the superovulatory=response (SR), ovulation rate (OR), total
embryonic structures (TEE), transferable embryos (TE), and degenerated embryos
(DE), as well as the development-degree (PG) and quality were evaluated. No
significant statistical effects were observed between treatments (P>0.05) for the
SR, OR, TEE and TE variables. There were differenees (P<0.05) in the number of
DE, as well as a trend for more homogeneous DGs~in the embryos of ewes
supplemented with AP6, as well as a higher number (P<0¢05) o quality 1 embryos
and a lower number (P<0.05) of quality 3 and 4 embryos. Palm oil supplementation
of ewes might be a recommendable practice contributing to improve the quality of

embryos and a more homogenous development degree.

Keywords: sheep, tropics, fatty acids, ovarian activity



1+INTRODUCCION

En nuestro pais el aceite de palma es un producto agroindustrial que se genera en
ciertas regiones en buenas cantidades y en muchas ocasiones no se emplea. La
principal causa del reducido uso de este residuo industrial radica en que se

desconoce suuse y su valor (Osuna, 2004; Villamar, 2004).

En los ultimos afies, en algunos estados del sureste mexicano como Chiapas,
Veracruz, Tabasco”y."Campeche se han desarrollado proyectos agricolas para
fomentar el cultivo de galma africana (Elaeis guineensis) (Osuna, 2004; Villamar,
2004; AMEG, 2005).

Las caracteristicas principalessde este cultivo son su gran potencial de rendimiento
de aceite por hectdrea y su apreciado nivel de calidad nutricional.En algunos
estudios (Ocampo, 1997; ANIAME; 2005; CENIPALMA 2005), se ha comprobado
qgue el aceite de palma africana, constituye una fuente energética eficiente para la
alimentacion de ovinos, lo cual_hace posible la sustitucibn de un porcentaje
considerable de los granos de cereales en-dietas de crecimiento y reproduccion en

ovinos.

Desde el punto de vista nutricional se ha lograde~comprobar (Acero, 2007) que
diversos factores nutricionales tienen influencia sobre dos,procesos reproductivos. En
las ovejas, las poblaciones foliculares son muy sensibles“a_la entrada de nutrientes,
por lo que la foliculogénesis asi como la tasa ovulatoria pueden ser incrementadas

por medio de la nutricion (Rodriguez et al., 2007).

Se cree que la suplementacién de grasa de origen vegetal tienen un-efecto positivo
sobre la reproduccion a través de un efecto directo al mejorar el balance energético
del animal e indirectamente a través de la biodisponibilidad de acidos grasos para la
sintesis colesterol y posteriormente hormonas esteroides y eicosanoides. (Mattos et
al., 2000), responsables de las funcion ovérica y uterina, y posterior.-€xito

reproductivo.



Con.base en los antecedentes planteados es posible que el aceite crudo de palma
tiene-un.gran potencial como base energética de las dietas, ademas de diversificarse
el aporte ,de acidos grasos (Ocampo, 1994), ya que su composicion es de
aproximadamente 51% de acidos grasos insaturados y 49% saturados. Por lo
anterior se ‘espera que hembras alimentadas con el aceite de palma africana

muestren un desempefio reproductivo y calidad embrionaria sobresaliente.

Objetivo General
El objetivo fue evaluar la,répuesta ovarica, calidad embrionaria y grado de desarrollo

en ovejas de pelo suplementadas con 3 0 6 % de aceite de palma.

Objetivos Especificos

1) Evaluar la respuesta a la superovulacion, tasa ovulatoria y de fertilizacion en
ovejas suplementadas con dos.niveles (3 y 6%) de aceite de palma.

2) Determinar el ndmero;~grado deydesarrollo y calidad de los embriones

obtenidos en ovejas suplementadas con aceite’de palma.

Hipotesis
La proporcion de &cidos grasos contenidos/en un 6%-del aceite de palma favorecera

la respuesta ovarica, desarrollo y calidad embrionaria en ovejas superovuladas.



2+ REVISION DE LITERATURA
2.1. Giclo Estral y Dindamica Folicular

Se han identificado dos fases durante el ciclo estral en las hembras ovinas. Una fase
luteal desde‘el'segundo hasta el dia 13, y una fase folicular, comprendiendo el dia 14
hasta el primer diay(Uribe et al., 2009).

En la fase folicular la'mayoria de los animales domésticos presentan en un patrén de
ondas durante el cicle~estral. Una onda folicular es caracterizada por el crecimiento
sincronico de un grupo(desfoliculos, uno (o un nimero especie-especifico) de ellos
continta creciendo (foliculo deminante) mientras los otros regresan por inhibicién de
su desarrollo (foliculos subordinados).

La hembra manifiesta comportamiento sexual activo, es decir, la hembra permite la
monta del macho. El macho detecta a la hembra en celo a través de las feromonas
gue se liberan de la secrecion vaginal“(Buxadé, 1996). La duracion media del ciclo
estral es de 16.5+ 0.2 a 17.8x0.2 diast(Figura 1), siendo mas corto en corderas
comparado con las ovejas adultas‘deslanadas, con una duracion de 16.8 y 17.2 dias,
respectivamente (Uribe et al., 2009): La oveja_ovula aproximadamente 48 horas

después de la iniciacién del celo.

El ovario ovino prepuber contiene 40,000"a 300,000)foliculos primordiales, de los
cuales algunos abandonan este estadio durante la vida fetal; ya el ovario de la oveja
adulta posee, segun la raza, entre 12,000 y 86,000 foliculos-primordiales, y entre 100
y 400 foliculos en crecimiento en cada ciclo, siendo qué solamente 10 a 40 son

visibles en la superficie ovérica (Uribe et al., 2009).

Asi, durante la mayor parte del ciclo estral, cada ovario en la oveja adulta contiene 10
foliculos mayores a 2 mm de diametro, de los cuales las 2/3 partes.sufren atresia
(Uribe et al., 2009).

La fase latea caracterizada por la formacion de un cuerpo lUteo que’ secreta
progesterona (Mc Cracken et al., 1999), regula en forma determinante la duracién del
ciclo estral y es esencial para el mantenimiento de la gestacién (Webb et al., 2002).

El cuerpo IUteo se encuentra presente en el ovario en la etapa del diestro; en las



ovejas no gestantes sufre regresion entre los 14 o 15 dias después de la
presentacion del estro a consecuencia de la secrecion episddica de la PGFyq
secretada_por el utero (Kim et al., 2003). Durante la luteolisis la PGF,, es secretada

en series de-alta amplitud en respuesta a los picos de secrecion lutea de oxitocina.

El conocimiente“del desarrollo folicular y de las complejas interrelaciones endocrinas
que lo controlan; permiten disefiar herramientas biotecnolégicas que mejoren el

desemperio reproddctivo y el rendimiento productivo de las explotaciones ovinas.
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Figura 1. Representacion esqueprdatica del gciclo estral de la oveja

2.2. Métodos de Sincronizacién de Estros.

La sincronizacion de celos es una tecnologia que permite coneentrar los trabajos de
inseminacion artificial en pocos dias. Logrando una mayor eficiencia en el uso del
tiempo y de la mano de obra ya que se mejoran las recorridas al momento de la
paricion para obtener corderos y corderas de mayor valor genético (Prieto et al.,
2011). Su aplicacion se basa en el entendimiento de la fisiologia del cicle“estral de la

oveja.

De esta manera se han desarrollado protocolos que incluyen el “use, de
prostanglandinas en ovejas ciclicas que interrumpen la fase IUtea, y los métodos con

el uso de progestagenos que simulan la actividad de un CL funcional.



Protetolos basados en el uso de prostanglandinas (PGFy,). Las PGF,, actian
sobre“el CL que es la estructura ovéarica que libera progesterona (P4) al torrente
sanguin€q, evitando la manifestacion de celo. Las PGF,4 producen la destruccion o
lisis del CL.junto con la caida de los niveles de P4 en sangre. Lo cual provoca un
estimulo de‘retroalimentacion negativa sobre GnRH en hipotalamo y, FSH y LH en
hipofisis, lo cual estimula el crecimiento folicular con el consiguiente aumento de los
niveles de estrogepoes que son los causantes de los signos de estro y la posterior

ovulacion.

Para actuar las PGF,, necesitan por lo tanto la presencia de un CL en el ovario de la
hembra tratada. Esto generasque una vez producida la primera aplicacion de PGFyq
la dispersion de celos sea muy-grande, por no tener todas las ovejas cuerpo liteo y
por estar en fases diferentes del eiclo estral (Prieto et al., 2011).

La doble dosis de PGFy, logra que @al"momento de la segunda aplicacion, todas las
ovejas tengan un CL y por ellg’las manifeStaciones de celo sean mas concentradas
en tiempo (Prieto et al., 2011).Al respecCto se reporta que las ovejas que fueron
tratadas con PGF,,0 su analogo 'sintético dextrogiro (cloprostenol) en dos dosis a
intervalo de 12 dias presentaron estro”en un 37.1% y 65.7%, respectivamente. Sin
embargo Menchaca et al. (2004) reportaron alrededor, del 80% de ovejas multiparas
y nuliparas sincronizadas con dos a intervalo de 7 dias~con un analogo sintético de
PGFyq.

DCelA DCelA
— N —
| |
LT BEAN
Dia 0 Dia 14 Dia 34 RepasSocon |A
1 PGF2a 2° PGF2a

Dias del Protocolo

Figura 2. Representaciéon de un protocolo con el uso de PGF,q



Protetolos basados en el uso de progestagenos. En la década del 90’s se
desarrollaron tratamientos con P4 y ésteres de estradiol, que inducen la atresia de
todos les foliculos y el comienzo de una nueva onda folicular cuatro dias después.
Esto credda-necesidad de desarrollar tratamientos que sincronicen el comienzo de
una nueva onda folicular que no utilicen ésteres de estradiol. Un método alternativo
ya descrito hace tiempo consiste en eliminar, por puncién guiada por ultrasonografia,
todos los foliculos#5, mm y de esta manera, inducir una nueva onda folicular,
aproximadamente 1.5.dias después. De esta manera se puede comenzar la
superovulacion uno o dos!dias después de la ablacion del foliculo dominante o de

todos los foliculos presentes en el ovario.

El inconveniente que tiene este ' método es que hay que contar con un equipo de
ultrasonografia y personal capaeitado para realizar dicho trabajo, o que hace que
esta tecnologia se adapte mas a centros de produccion de embriones, donde todas
la donantes se encuentran concentradas en un solo lugar, que a la superovulaciéon a

campo, en establecimientos de _distintos productores (Bo et al., 2011).

Dispositivos intravaginales de progesterona (CIDR-G) para sincronizacion de
estros en ovejas. Los dispositivos intravaginales eonocidos como CIDR (dispositivo
interno de liberacidon controlada de droga). Son“una innovacion reciente (Pérez,
2010), la cual consiste en embeber hule silastico con.P4 y forrar espirales de acero
con ese material; se comprimen los espirales y se les coloca dentro de la vagina de
la hembra, por detrds del himen, dejandolos sueltos en elinterior. La P4 es liberada
en dosis preestablecidas y su actividad es controlada muy./bien (Pérez, 2010),
simulando la funcion de un CL de manera artificial, suprimiendo el estro y la

ovulaciéon de manera mas eficiente.

La finalidad de combinar dispositivos para sincronizar el estro, mas la_aplicacion de
GnRH, permitirian inducirlo fuera de la época reproductiva, y asi agruparos estros
en tiempos mas cortos, concentrar los partos en determinada época del afioly,reducir

en forma considerable el intervalo entre partos (Martinez, 2008).



Se ha demostrado que el uso de progesterona natural es menos potente que los
progestagenos, se recomienda aplicar en hembras donantes 2 dosis de CIDR por
oveja, reemplazando la primera a los 8 dias después de la insercion del primer CIDR
y antes de.iniciar las inyecciones de gonadotropinas, esto porgue suelen algunas
ovejas presentar celo aun estando con el CIDR, debido a la baja en el nivel de
progesterona en laysangre a partir del dia 8 después de la insercion, al reemplazar el
CIDR el dia 8, se‘restablece un alto nivel de progesterona (Pliego, 2005).Segun los
registros, los intervales gue oscilaron entre las 40 a 50 h de presentacion de estros
después del retiro del CIDRAMartinez, 2008).

Uribe-Velasquez et al. (2008)reportan el 100% de presentacion de estros en ovejas
tratadas con un solo dispositivospor 12 dias, resultados que concuerdan con los de

otros autores en ovejas de pelo (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2007).

RETIRO + PGF2q

v

Dispositivo intravaginal

Dia 0 Diea 7 Dia 8 54 horas

Figura 3. Representacion de un tratamiento con el'uso de dispositivo

intravaginal (CIDR o Esponjas)

2.3. Seleccion y Superovulacion de las Hembras Donadoras
Una hembra siempre debe ser examinada para determinar” surestado general de
salud y reproductivo, asi como que esté libre de portar genes no\deseables antes de

ser considerada como donante (Wright, 2000).

Las hembras donantes seleccionadas por su alto valor genético?(petencial de
produccion, ejemplares Unicos) reciben un tratamiento para la sincronizaciénydel celo
y de estimulacion ovarica que conduce a una superovulacion que permite generar un
namero de ovocitos netamente superior a las posibilidades naturales (Baril\et.al.,
1995).



Ovulacién maltiple en ovejas. La superovulacion de las donadoras nos permitira
obtener.un nimero de embriones de los que se consiguen normalmente, aunque la
respuesta.es muy variable, esta variacion dependera de la diferencias en la condicion
fisioloégicaen-la que se encuentran los ovarios al momento de la superovulacion, ya
que el numero_de foliculos en desarrollo, asi como la presencia de los foliculos

dominantes es diferente en cada hembra (Jacinto et al., 2011).

La fecundacion de.€stos ovocitos es obtenida generalmente por inseminacion
artificial con semen precedente de machos de alto valor genético (Baril et al., 1995).
La tasa de fecundacién“es muy dependiente del nivel de respuesta ovulatoria al
tratamiento de estimulaciénLa fertilidad de la IA en las hembras superovuladas es
menor respecto a la inseminacion de animales testigo no tratados (Gibbons et al.,
2010). La tasa de fertilizacibn no se incrementa con un mayor numero de
inseminaciones o elevando la concentracion espermatica de la dosis inseminante
(Gibbons et al., 2010).

Protocolos de superovulaciéonicen FSH{ El.rol de la FSH en la foliculogénesis de
especies domésticas ha sido estudiado ampliamente (Cervantes et al., 2007).
Determinandose que los foliculos antrales desde _etapas iniciales son receptivos a la
FSH y mas adelante su desarrollo se hace dependiente de ella. La FSH tiene una
funcion importante en el inicio de la formacion del antro al estimular la mitosis de las

células de la granulosa y la formacion del liquido folicular(Cervantes et al., 2007).

El uso de gonadotropinas a fin de evitar la atresia de los folfculos y favorecer que
éstos alcancen el estado preovulatorio es constantemente aprovechado a fin de
lograr exitosos protocolos de superovulacion (Cervantes et al., 2007), y con ello

potenciar la recuperacion embrionaria (Cervantes et al., 2007).

Martinez Tinajero et al. (2013) evaluaron el uso de FSHp, eCG y FSH++.LH en la
respuesta ovarica y namero de embriones recuperados, encontrando CL(en los
animales tratados con FSH un promedios de 19.75, en los tratados con eCG 7.5,
FSH+LH 10.75. En cuanto a los embriones recuperados en las tratadas con FSH'el
promedio por oveja fue de 13.25, eCG 3.0y en las tratadas con FSH +LH 6.25.



Es una gonadotropina extraida del suero de yeguas gravidas que posee una doble
actividad: de FSH y LH. No se presenta naturalmente en la oveja y la cabra, pero es
muy utilizada en la induccion de la ovulacion en estas hembras (Bari et al., 1995).

La respuestacal tratamiento con eCG puede ser afectada por factores tales como la
raza, el estade’corporal, la edad, entre otros factores (Lépez Sebastian et al., 1995),
y la dosis de e€Gradecuada debe ser evaluada de acuerdo a cada sistema en
particular, ya que ‘si.€s muy baja no produce ningun efecto, mientras que, dosis
elevadas producen una sobre estimulacion ovarica y en consecuencia nacimientos
multiples que afectan elscrecimiento de los corderos (Gonzélez Lépez et al., 1995).
En los protocolos de induccién de celos de los sistemas de produccion lechera se
utilizan 400 o 500 Ul de eCG~(Catalano et al., 2005); lo que representa un costo
importante del total del tratamiento;*ademas, se ha sefialado que animales tratados
con eCG pueden generar anticuerpos contra esta hormona disminuyendo la
efectividad del tratamiento (Rey et al., 1999), y la dosis de esta hormona esta en

relacion con la respuesta inmunolégica.

Protocolos con uso de GnRH. LaiGnRH es"un decapéptido producido por ciertas
neuronas secretoras del sistema gnervioso- central. La secrecion de esta
neurohormona en la circulacion porta-hipofisiaria”varia bajo el efecto de factores
externos e internos. Externos tales como fotope€riodicidad, feromonas, estrés;
internos tales como retrocontroles endocrinos por los estrégenos o la progesterona).
La GnRH secretada llega directamente a las células gonadotropas de la hipofisis,
donde estimula la actividad se sintesis y liberacion de FSH y LH/Baril et al., 1995).

La utilizacion de GnRH o LH porcina para inducir la ovulacion del foliculo dominante
y asi tener el inicio de una nueva onda folicular 1.5 a 2 dias después; pero el
comienzo de la onda es sincronizando solamente cuando el tratamientoresulta en
ovulacion del foliculo dominante. En vacas lecheras, los primeros trabajes, con esta
tematica reportaron tasas de ovulacion del foliculo dominante del 85 % después de la
administracion de GnRH, pero otros mas recientes reportaron un promedio~de
ovulacion de 62.4 % después de la administracion de LH porcina y un 44.3 % cuando
se trataron con GnRH (P<0.01).



Otro.estudio mostré6 un promedio de ovulacion de 78 % y 56 % en vaquillonas
tratadas, con LH porcina o GnRH, respectivamente. La incidencia de ovulacion en
respuesta.a‘la GnRH o LH en vacas de carne parece ser similar a la de vaquillonas
(aproximadamente 60%). Por esta razon, los tratamientos con GnRH antes de la
super estimulacion han resultado en menores respuestas superovulatorias que los

tratamientos iniciados luego de la aspiracion folicular (B6 et al., 2007).
2.4. Métodos de Colecta de Embriones

Colecta de Embriones{ Los embriones se recogen mediante “lavados sucesivos” de
los cuernos uterinos (Baril et al.,1995). Gibbons (2010) menciona que la metodologia
empleada para la obtencion ‘desembriones consiste en inyectar un medio liquido para
producir una corriente de arrastre (lavado o flushing) a través de los cuernos
uterinos. Se utiliza un medio comefcial en base a PBS (Solucion Buffer Fosfato), al
que se ledebe adicionar un 10%_de strero fetal bovino, ovino o caprino inactivado. Es
importante mencionar que la colecta detembriones se realiza entre los dias 5 al 7
(ovejas) y 6 al 7 (cabras), posterior al dia“de inicio del celo (dia cero). Gibbons y
Cueto (1995) da los siguientes fundamentos:

e Los embriones estéan en el tercig’superior-dedos cuernos uterinos.

e Presentan la membrana pellcida, ‘necesaria’Como barrera sanitaria.

e La congelacion se realiza en estado de moérula gompacta o blastocito.

Técnica quirargica. Los embriones son extraidos precoZmente por via quirdrgica o
mediante control endoscoépico. Esto podran ser transferidos asiembras receptoras sin
valor genético, directamente o después de una fase de crio consenvacion (Baril et al.,
1995).

La hembra se ubica en un plano inclinado en una camilla (cabeza hacia“abajo). Se
rasura y se desinfecta el campo operatorio. Se realiza una laparotomia media de 5 a

7 cm, y a 3 cm por delante de la ubre.

Antes de comenzar con la recuperacion embrionaria se realiza una determinacién de

la respuesta ovulatoria (recuento del numero de cuerpos Iateos), mediante
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exteriorizacion de los ovarios o por observacién laparoscopica. En base al nUmero de

estrueturas colectadas se determina el porcentaje de recuperacion embrionaria.

La recuperacion embrionaria consiste en la colocacion de una sonda (K33) que en su
extremo dispOne de una aguja (50/20) con punta no traumatica y dos perforaciones
laterales y unma central. Se realiza una puncién en la union Utero tubérica y se
enhebra la sonda_en el interior de la luz del cuerno uterino (1 cm), fijando la misma
por medio de un clamp_vascular o ligadura. Aproximadamente a un par de cm de la
bifurcacion de los cuernos uterinos, se realiza una segunda puncion, para la
inyeccion de 20 cc de PBS a _38° C. De esta manera se produce una corriente de
arrastre que fluye hacia la union utero tubarica, donde esta ubicada la sonda, y el
medio de colecta es recuperado.en un Erlenmeyer estéril previamente entibiado. Se
procede de igual manera con €l otro cuerno uterino. Finalizada la recuperacion
embrionaria, se realiza la sutura_de los planos quirdrgicos y se administran
antibiéticos. También es posible ubicar una sonda de Foley en la bifurcacién de los
cuernos uterinos, recuperando .€l_liquido /e, colecta por la misma sonda. El medio
recuperado es volcado en cajas de Petri cuadriculadas para proceder a la basqueda

de embriones bajo lupa (10X).

Técnica no quirurgica. La técnica no quirlirgica ogpor laparoscopia exploratoria se
realizan tres punciones (con trécares) en la cavidad abdominal. La primera puncion
permite introducir el laparoscopio; la segunda, una sonda de tres vias (cada via
corresponde a: 1) entrada del PBS, 2) Salida del PBS e 3) insuflacion manipulacién
del tracto reproductivo, a fin de hacer avanzar la sonda por.a‘luz uterina, y fijar la
union utero-tubéarica durante el flujo del PBS. Esta técnica requiere un muy buen
entrenamiento y su costo es elevado debido a la necesidad«de " disponer de

embriones (60%).

La obstruccion de la sonda por coagulos o mucus representa a veces_una gran
dificultad; pero su ventaja es que crea adherencias y por lo tanto no se disminuye el
porcentaje de recuperacion embrionaria en intervenciones sucesivas. El tiempo

medio para realizar una recuperacion de embriones es de aproximadamente 15 a*20
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minutos (quirdrgica) y 20 a 30 min (por laparoscopia) por hembra (Gibbons et al.,
1995):

Laparotemia exploratoria medio ventral. La recoleccion de los embriones en los
pequefios rumiantes, se hace mediante laparotomia exploratoria media ventral,
buscando la exteriorizacion del utero para su adecuada manipulacion, para “lavar”
cada uno de los-cuernos uterinos por separado, con lo cual se logra la recoleccion

del mayor numero de.€mbriones.

La desventaja principal de~la laparotomia medio ventral, es el que se ocasionan
adherencias y fibrosis en los-ovarios y el utero, asi como en la linea media, por lo
qgue el uso repetido de hembras de alto valor genético de las que se obtienen los
embriones se reduce. Sin embargo, la correcta realizacion de la recoleccién de
embriones mediante laparotomia, /Mmanejado delicadamente los tejidos, evitando el
sangrado en los ovarios, el Utero, lgs*musculos o la piel y evitando sobre todo la
deshidratacion del uUtero eXpuesto, permite llevarla a cabo entre cuatro a seis

ocasiones en la misma hembra donadora (Jacinto et al.,2011).

Previo a la recoleccion de los embriopes, las hembras deben dietarse al menos 24
horas. Para la cirugia, los animales..se soGmeten a anestesia general; la
tranquilizacion se hace con xilacina al 20 al 10% (0.22-0.44 mg/kg de peso vivo)
aplicada por via intramuscular y como anestésico se’ utiliza ketamina (1-2 mg/kg de

peso vivo) aplicada por via endovenosa (Jacinto et al., 2014):

Para la preparacion del area quirlrgica se rasura, lava (y desinfecta la region
abdominal e inicialmente, se realiza una incisién de aproximadamente 5 cm de largo

y 4 cm anterior a la ubre, sobre la linea media.

Se exterioriza el utero y posteriormente se lava cada cuerno por separade-(Figura 2),
utilizando una sonda de Foley de calibre 8 6 10G, que se introduce en ja base del
cuerno mediante una puncién realizada con un catéter intravenoso (14Gx 51/2), para
a través de esta sonda recuperar el medio de lavado, hacia un filtro concentrador. A
través de otro catéter intravenoso (18Gx 1 %), insertado en la punta del cuerno
uterino y dirigido hacia la base, se administran 60 ml de solucion Dulbecco
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modificada (a la que se le agregan 0.4% de albumina sérica bovina y 100Ul/ml de
penieilina G sodica). Actualmente se puede adquirir un medio de lavado comercial
completo, .al que no es necesario agregar albumina ni antibiético. Concluida la
recoleccion.de los embriones, el Utero se regresa a la cavidad abdominal y se satura

la incisién hecha en linea media y en piel (Jacinto et al., 2011).

Figura 4. PraoCedimiento para
el lavado de “embriones por
laparoscopia media.ventral en
ovejas de pelo.

Recoleccién mediante endoscoepia. Estesmétodo fue desarrollado en la oveja y la
cabra con el fin de mejorar las posibilidades de repeticién de recoleccion en hembras
donantes permanentes. El animal anestesiado.se_sitia en decubito dorsal con una
inclinacion antero-posterior de 30 a 45°.(Se practieca_una primera puncioén a unos 4-5
cm delante de la ubre y a 10-15 cm a la izquierda de“ladinea blanca para colocar una

canula (diametro 7mm) que se conecta con el endoscopio.

Después de haber insuflado aire filtrado en la cavidad abdominal para separar las
visceras de los 6rganos genitales (creacién de un pneumoperitaneo), se coloca una
segunda canula (didametro 5 mm) en el lado opuesto a la primera conyreferencia a la
linea blanca, con objeto de introducir una pinza atraumatica para la manipulacion del
tracto genital. Utilizando la pinza, se pueden contabilizar los cuerpos lutees presentes

en cada ovario.

Seguidamente se sujeta uno de los cuernos por la base con el fin de puncienarlos

con una aguja de Mintz, se coloca una tercera canula de 5 mm de diametro a nivel de
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la linea blanca a 15 cm de la ubre, para pasar una sonda de 3 vias, introduciendo el

extremo.de la misma por el orificio de la puncion dentro de la luz uterina.

Se infla’Con aire mediante una jeringa el globito introducido con la sonda para
obstruir la luz uterina en la base del cuerno; a continuacion se introduce el extremo
de un catéter (Via 2) insertado en el cuerpo de la sonda (via 3) lo mas cerca “posible
de la unién utere-tubérica. Se fija la pinza sobre el istmo con el fin de evitar que el
liquido de recoleccion‘pase al oviducto. El liquido de recoleccion se inyecta a traves
de la sonda a razon de*40-50 ml por cuerno. La presion que se crea de esta manera
en el interior del cuerno”uterino posibilita la recoleccion del liquido por el catéter.
También se puede utilizar ‘una sonda de doble via. Se debe practicar una segunda
puncion en el cuerno cerca“deJla unidn utero-tubérica, insertando un catéter de
inyeccion que se fija mediante la"pinza atraumatica. El medio liquido de recoleccion
inyectado por el catéter se recupera par la sonda en la base del cuerno (Baril et al.,
1995).

2.5. Evaluacion de la Calidad y Grado de DeSarrollo Embrionario

La calidad de los embriones se basa efaspectos.morfolégicos. Durante el examen
con lupa binocular de 80 aumentos como_minime;_se dan vueltas a los embriones
con una fina pipeta de vidrio para podéer apreciar_st, morfologia bajo todos los
angulos, puesto que algunas irregularidades pueden pasar inadvertidas en una

posicién concreta del embrién (Baril et al., 1995).

Los formularios recomendados por la sociedad internacional .de transferencia de
embriones para la certificacion e identificacion de los embriones requieren codigos

numeéricos para la fase de desarrollo y la calidad del embrién (Cuadro 1).

El medio de lavado recolectado es vertido en una placa de busqueda de.embriones.
La busqueda se realiza bajo lupa con platina térmica a 38°C. Se recomienda efectuar

siempre una segunda lectura de la placa.

A medida que se identifican los embriones, los mismos son aspirados mediante

micropipeta y colocados en una caja de Petri con medio de conservacion enriquecido
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con _suero al 20% a resguardo de la luz y a temperatura de laboratorio. Una vez
finalizada la busqueda, se procede a la clasificacion de los embriones. De ser posible
es importante utilizar campana y aire filtrado. Cabe recordar que se debe trabajar en

condiciones.estrictas de esterilidad (Gibbons et al., 2010).

Todos los embriones que serdn posteriormente transferidos deben ser evaluados
morfoldégicamente_enh un microscopio estereoscopico, clasificandose de acuerdo a su

grado de desarrollowycalidad (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Escala dé evaluacion del estado de desarrollo embrionario

en bovinos.y ovinos.

z
©

Estado

No fecundado

2’a 12 células

Mérula-temprana

Moérula

Blastocisto.temprano

Blastocisto

Blastocisto expandido

Blastocisto eclosionado

O | N| O g &~ W N -

Blastocisto eclosionado expandido
Tomado de Wright, 2000. Manual de la IETS

De manera estricta se consideran como embriones transferibles, aguellos con un
grado de desarrollo que corresponda al dia en que son recolectados, y.como una
calidad excelente o buena y regular. Los embriones de calidad pobre o degenerados

son considerados como no transferibles (Gibbons et al., 2010).
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Cuadro 2. Escala de evaluacion de la calidad embrionaria en bovinos y

ovinos.
CODIGO ESTADO
Caodigo 1 Excelente
Codigo 2 Bueno
Codigo 3 Regular
Codige4 Malo, muerto o
degenerado

Tomado de Wright, 2000. Manual de la IETS
2.6. Efectos de la Alimentaciényen el Comportamiento Reproductivo de Ovejas

La eficiencia reproductiva en animales, domésticos esta determinada por la tasa de
ovulacién la que a su vez.determina la fertilidad, prolificidad y supervivencia
embrionaria en ovinos; sin embargo, estos indicadores pueden ser influenciados

positiva 0 negativamente por el estado nutricienhal (Scaramuzzi et al., 2006).

Como todos los procesos biologicos, el'desarrolio folicular estad mediado por factores
genéticos y medioambientales. La difetenciacion”felicular, la pérdida folicular por
atresia, la tasa de ovulacion y prolificidad son controladas genéticamente (McNatty et
al., 2001). Sin embargo, la nutricion a través del metabolismo como el de glucosa,
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), se encuentra trabajando en forma
coordinada y sinérgica con las gonadotropinas en el proceso de foliculogénesis

(Webb et al., 1999), lo cual es determinante en el éxito reproductivo.

Importancia de la energia sobre el desempefio reproductivo. Enovinos se ha
reportado que el aporte energético influye positivamente en la dinamica folicular,
secrecion de gonadotropinas, talla y numero de foliculos, el tamafio del foliculo
dominante y del cuerpo lateo (CL) (Mattos et al., 2000; Boland et al., 2001)._En el
caso de bovinos se han encontrado efectos positivos en la actividad ovarica; el
namero y tamafio de foliculos cuando se incrementa por arriba de los requerimientos

del nivel de energia (Gwazdauskas et al., 2000).
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La fuente de energia esta asociada a un incremento en los niveles de glucosa,
amineécidos glicogénicos con el crecimiento y desarrollo folicular, debido a una
accion anabolica de la insulina a nivel ovarico. Por otra parte se ha observado que la
suplementacién durante periodos cortos de tiempo incrementan la tasa de ovulacion
lo que se ha‘asociado positivamente a incrementos en los niveles de glucosa en

plasma, leptina y'FSH (Kosior-Korzecka y Bobowiek, 2003).

La ingesta energética‘influye sobre la velocidad de crecimiento a nivel de la sintesis
de proteina y formacién de tejido graso. Sin embargo su papel mas importante sobre
los procesos reproductivos esta asociado con la tasa de ovulacion, ya que varios
investigadores han documentado incrementos en las concentraciones de
gonadotropinas como resultade~de un alto nivel nutricional (Nottle et al., 1987; Rhind,
1992), e incremento en la tasa” ovulatoria (Downing et al., 1995) después de la
alimentacion de ovejas con granos de lupin (L. angustifolius). Por lo tanto resulta
necesario suplir adecuadamente el requerimiento de energia de las ovejas de

acuerdo a su etapa fisiologica.

Suplementacion de grasas. Se cree, gue la_suplementacion de grasa de origen
vegetal tienen un efecto positivo en lalreproducCion a través de un efecto directo al
mejorar el balance energético del animal e “indirectamente a través de la
biodisponibilidad de acidos grasos para la sintesis de colesterol y posteriormente
hormonas esteroides y eicosanoides (Mattos et al., 2000), responsables de las

funcion ovarica, uterina, y posterior éxito reproductivo.

Uno de los factores mas importantes en el desarrollo folicular €s_su capacidad para
sintetizar estradiol. La pregnenolona es precursora de la sintesis de androstenediona
en las células de la teca. Bajo influencia de LH las células de la granulosa producen
pregnenolona la que a su vez puede ser convertida en andfogenos que
posteriormente son metabolizado a 17-B estradiol (Fortune y Quirky 1988).
Adicionalmente las diferencias observadas en cuanto a tasa de crecimiento y“tamafio
méaximo del foliculo preovulatorio se puede explicar por las concentraciones elevadas

de P, circulantes observadas durante la mitad de la fase lutea del ciclo estral, por lo
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gue _la concentracién de P, circulante juega un papel determinante en el recambio

folicular.en las ovejas (Rubianes et al., 1996).

Basado ‘en/lo anterior, se han evaluado dietas isoenergéticas e isoproteicas en
rumiantes, ef Jlas que se ha suministrado acidos grasos de cadenas largas tales
como el oleico Yy linolénico presentes en los aceites vegetales y se reportan
incrementos en ta_produccién de propionato ruminal (Keele y Beyers, 1989; Williams
y Stanko, 1997), ‘elf'cual promueve la produccion de glucosa a través de la
gluconeogénesis, lo gue-posiblemente contribuya a tener foliculos de mayor talla
(Cansino, 2005).

Importancia de los Acidossgrasos (AG) en la suplementacion de ovejas. Las
grasas insaturadas son aquellas.que poseen dobles enlaces es su configuracion
molecular, son facilmente identificables, puesto que estos dobles enlaces en sus
cadenas de carbono, hacen quessu punto de fusién sea menor que el del resto de las
grasas (Mayes, 2003).Por lo que-se preSentan ante nosotros como liquidos, es lo que

llamamos aceites. Sus usos y beneficios han sido muy estudiados y discutidos.

Parece ser que disminuyen el colesterol-en sangre, por lo que estos nutrientes estan
en niveles alimenticios apropiados alimenticios..<Algunos de los acidos grasos
insaturados, como también son llamados; son lo qué_consideramos &cidos grasos
esenciales, tales como el linoléico (18:2), linolénico (18:3))y araquidénico (20:4). Los
animales son incapaces de sintetizarlos, pero son necesarios para desarrollar ciertas

funciones fisiolégicas, y deben ser aportados en la dieta (Cansino, 2005).

Otros acidos grasos insaturados como el oleico (aceite de oliva) o palmitoléico son
altamente conocidos. Los acidos grasos omega3, son también insaturados y estan
compuestos por el linoléico y sus derivados (Cansino, 2009).7Les AG son
componentes importantes en varias clases de moléculas lipidicas. “Sgn acidos
monocarboxilico que contienen tipicamente cadenas hidrocarbonadas de lengitudes
variables (McKee y McKee, 2003). Los acidos grasos estan presentes sobre todo.en
las grasas y aceites naturales; también existen en formas no esterificadas coemo

acidos grasos libres, una forma que se transporta en el plasma (Mayes, 2003).
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De acuerdo al tipo de enlaces, los acidos grasos se denominan saturados porque
poseen_enlaces sencillos carbono-carbono, mientras que los que contienen uno o
varios dobles enlaces se denominan insaturadas (McKee y McKee, 2003). Los
atomos de..earbonos se enumeran a partir del carbono del carboxilo (carbonol),
como se muestra en el (Cuadros 3 y 4). Al atomo del carbono adyacente al carbono
del carboxilo (carbono 2) también se le conoce como carbono alfa (a-carbono). Los
atomos de los carbonos 3 y 4 son los carbonos beta (3-carbono) y y (y-carbono),
respectivamente; al ‘catbono terminal metilo se le conoce como el atomo de carbono

omega (w-carbono) o nécarbono (Mayes, 2003).

Normalmente la energia (contenidas en las dietas de los rumiantes, son
principalmente fermentados para) producir cadenas cortas de &cidos grasos, estos
son principalmente: acetato, propionato y butirato, prontamente absorbido en las
paredes del rumen y metabolizado ‘en los tejidos para el mantenimiento y la

produccion de cada animal (Jenkins, 1993).

Los rumiantes de manera natural ‘consumeén _en su ingesta diaria grasa proveniente
principalmente de los pastos o semillas+de gramineas. Los lipidos presentes en los
vegetales estan compuestos por diferentes acidos-grasos como el linolénico (C18:3),
el palmitico (C16:1), el linoléico (C18:2),.el oleico”(€18:1) y el trans hexadecanoico
(Byers y Schelling, 1993). Debido a la falta de dobles enlaces reactivos, los acidos
grasos saturados pasan a través del rumen sin degradarse y son considerados de
sobrepaso, a diferencia de los poliinsaturados que son metabolizados en el rumen
(Jenkins, 1993), ambos tienen efectos metabdlicos y fisiolégicos marcadamente

diferentes.
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Cuadro 3. Clasificacion de los acidos grasos saturados
Nombre Numero de Origen o Fuente
comun Atomos de
Carbono
Acético 2 Es el principal producto de la
fermentacion de los carbohidratos
por los microorganismos ruminales.
Propidnico 3 Producido por los microorganismos
ruminales en la fermentacién de
carbohidratos.
Butirico 4 En .ciertas grasas en pequefas
cantidades. Producto final de la
Valérico 5 5 .
fermentacion de carbohidratos por
Caproico 6 les, microorganismos del rumen
Miristico 14 Aceites de cocosalmendra y nuez
Palmitico 16 Comun en todas las grasas
animales y vegetales, tales como el
Estearico 18 .
aceite de palma.

Adaptado de Mayes (2003)
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Cuadro 4. Estructura quimica de los &acidos grasos

insaturados
Nombre comun Estructura C<14
Miristico 14:0
Palmitico 16:0
Palmitoleico 16:1
Esteérico 18:0
Oleico 18:1
Linoléico 18:2
Linolénico 18:3

Adaptado de Mayes (2003)
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La (composicion de los acidos grasos en la carne de rumiantes puede ser
influenciado por la dieta. Se ha encontrado que dietas altas en granos incrementa
la concentracién de n-6 acido graso poliinsaturado (AGPI) en musculo, y produce
una diferencia) en sabor, mientras dietas exclusivas de pasto incrementa la

concentracionde_n-3 AGPI (Larick y Turner, 1990).

Los isémeros conjugados del acido linoléico, conocidos con la sigla CLA, estan
presentes en forma matural en la leche y carne de los rumiantes y han adquirido
importancia por ser adecuados antioxidantes, anti-cancerigenos, anticatabdlicos,
mejoran la capacidad del _siStema inmune, protegen contra la aterogénesis e
inhiben el desarrollo del tejidesadiposo (Park et al., 2000). El efecto de los CLA es
mas importante en los depdsitos_adiposos que en el masculo. El trans 10, cis12
18:2 disminuye la lipogénesis pero\no afecta la cantidad de grasa depositada,
bloquea la entrada de lipidos al adipocito pero no afecta la liberacion de acidos

grasos del mismo (Kritchevsky42000).

El efecto de los CLA sobre la eficiencia y el crecimiento depende aparentemente
de la interaccion de los dos isémerosy'Cis,9, trans/A1 aumenta la ganancia de peso

y la eficiencia y trans 10, cis 12 reduce lasgrasa corporal (Kritchevsky, 2000).

Los rumiantes son especies complejas, debido a la fisiologia de los pre-estbmagos
que en cierta manera pueden hidrogenar los acidos. El sistema de produccién vy el
plano nutricional ofrecido, pueden modificar considerablemente la composicion

guimica de la carne y particularmente su contenido de CLA (Jenkins, 1993).

Sistemas de alimentaciéon basados en forrajes frescos permiten mejorar el tipo de
acidos grasos de la carne, como consecuencia de la mayor proporcién’de acidos
grasos poliinsaturados presentes en el forraje con respecto a los ‘granos de
cereales. Si bien el rumen tiene una importante capacidad de saturacion-de, los
acidos grasos insaturados, este proceso no siempre es completo (Ramirez y Zinn,
2000).
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En la®medida que la cantidad de acidos grasos insaturados aportados por el
alimento sea mayor, mayor serd la cantidad que escapan a una completa
hidrogemaciéon ruminal y, por lo tanto, existira una mayor cantidad de CLA o de su
precursor /susceptible de la acciéon de la A°- desaturasa (McGuire y McGuire,
1999). El contenido de CLA de la carne puede ser incrementado a través del

manejo nutricional.

2.8. Uso Potencial.de_Subproductos de Palma de Aceite en la Alimentacion

Animal.

La palma Africana (Elaeis¢guineensis) es un cultivo de reciente introduccion en
nuestro pais, pero se ha venido, explotando desde hace ya varios afios a nivel
mundial. En el 2003 en México sesregistraron 37,000 ha del cultivo establecido en
la region Sureste, siendo el estadol de Tabasco el tercer productor a nivel nacional
(SEDAFOP, 2003; Ortega y Ochoa, 2003). De esta planta se extrae el aceite de
palma, el cual posee caracteristicas importantes que tiene una gran versatilidad en

la alimentacion y en la industria.

De los componentes destaca su composicion, de acidos grasos palmitico y
linolénico ademas antioxidantes tales ™, como _stocoferoles, tocotrienoles y
carotenoides (pro vitamina A y D), los cuales pueden tener un posible efecto
benéfico en el desempefio productivo, reproductivo y en'la calidad de la canal. La
vida productiva de esta planta inicia a partir del tercer afio/y termina a los 25-30
afos, con una produccion de entre 20 y 30 toneladas de frute fresco durante todo
el afio, dependiendo de la ubicacién, del clima y de la calidad de\la administracion
de la plantacion.

El contenido de aceite por racimo de fruto fresco es de alrededar_del 20%,
obteniéndose entre 4 y 7 toneladas de aceite crudo por hectarea anuamente
(Garcia et al., 2001).Cada gramo de aceite tiene una densidad energética 'de 9
calorias y por lo tanto es una fuente alimenticia concentrada y util para cubrir.los

requerimientos energéticos diarios (Pantzaris, 2000).
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Se piensa que el aceite crudo de palma y sus subproductos tiene un gran
potencial en la alimentacion animal, con el que se puede lograr la substitucion de
los cereales como base energética de las dietas, ademas de diversificarse el
aporte deléaeidos grasos (Ocampo, 1994). La composicion del aceite es de
aproximadamente 51% de acidos grasos insaturados y 49% saturados, asi como

sus perfiles de acidos grasos(Cuadro 5).

Cuadro 5. Perfil’de acidos grasos del aceite de palma

Acidos Grasos Concentracion del Total (%)
Media Intervalo
12:0 (Laurico) 0.23 0.1-1.0
14:0 (Miristico) 1.1 0.5-5.9
16:0 (Palmitico) 44.0 32-59
16:1 (Palmitoleico) 0.1 <0.6
18:0 (Esteérico) 4.5 1.5-8.0
18:1 (Oleico) 392 27-52
18:2 (Linoleico) 102 5.0-14
18:3 (Linolénico) 0.4 <1.5
20:0 (Araquidonico) 0.4 <1.0

Fuente: Basiron, 1996; Orthoefer, 1996; Hammond, 2000; Wan;
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1.~"Ubicacion Geografica

El estudio/se llevé a cabo en el mes de marzo del 2014 (fuera de época
reproductiva); yen el municipio de Cunduacan, Tabasco, México situado a
18.068527N, <93.181995W. Prevalece un clima tropical himedo con abundantes
lluvias en verano AM (w). La temperatura promedio anual es de 26°C, con una
precipitacion media.anual de 2643 mm (INEGI, 2010).

3.2. Disefo Experimental, Tratamientosy Manejo de las Ovejas

El estudio se realizd bajo untbajo un disefio completamente al azar. Se emplearon
20 ovejas de Katahdin de 2 a 4 partos, con una CC de 3.87+0.27 y 54.0 = 6.87 kg
de peso corporal promedio provenientes de un rebafio comercial.

Los tratamientos consistieron ensuplementar con el alimentados niveles de aceite
de palma, al 3%(AP3, n=10)“y6% (AP6y/n=10).El aceite fue mezclado con un
suplemento elaborado considerando como‘base un consumo del 3.5%de MS para
ovejas adultas de 50 kg, con un nivel dé 2.5'Mecatkg*de EM y 13.5% de proteina
cruda (NRC, 1985)(Cuadro 6). Se proporcioné epSilaje de maiz y agua a libertad.
El periodo de prueba inicié con 8 d de adaptacion y'25 d de tratamiento. El aceite
fue mezclado al momento de proporcionar el complemento de manera individual a

fin de asegurar que cada oveja consuma la dosis diaria correspondiente.

Cinco dias posterior al inicio de la suplementacion con el AP,(SeJsincronizo el estro
de las ovejas mediante dispositivo intravaginal (CIDR-G®) el cual\fue removido 8 d
después a las 06:00 h, con una aplicacion de 75 pg de cloprostenel \Las ovejas
fueron superovuladas con una dosis total de 200 mg de FSH (Fallttopin- V®),
administradas via I.M. en dosis descendentes cada 12 h, a las 06:00 y,18:00 h
(40-40, 30-30, 20-20 y 10-10 mg oveja™)(Figura 5).

Dieciocho horas posterior al retiro del dispositivo, se monitoreo dos veces al dia_la

presentacion de estros (7:00 a.m. y 6:00 p.m.) con un carnero fértil previamente
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evaluado, las ovejas que aceptaban la monta se le permitio al carnero dar un

servieio,y 12 h después se repitio el servicio.

Cuadro 6. Ingredientes incluidos en el suplemento con

aceite de palma.

% de aceite de
INGREDIENTES palma
3 6
Maiz molido 50.77 30.02
Melaza 5.00 5.00
Aceite crudo depalma 3.00 6.00
Pasta de soya 4.32 4.07
Salvado de trigo 18.81 36.81
Heno 15.00 15.00
Urea 0.90 0.90
Microminerales 0.3 0.3
Cloruro de sodio 0.4 0.4
Carbonato de calcio 0.5 0.5
Macrominerales (Fosforisal B) 1.0 1.0
TOTAL 100 100
15mL de eCG
RETIRO
CIDR [7 am)
C]DR l/ FSH ’w E:‘%;?i COTCTA
I !

7 8 9 10 11 12 13 14°.15 16 1718 /Mar

[EERE SRS

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 29 20/dia
F3H FsH FSH FSH
2mL §5mL 1mL 0.5mL
AM O A AWM AW
2mL §{5mL 1.0mLl0.5mL
PM  PMm PM PM

Figura 5. Protocolo de superovulacion y colecta de embriones en ovejas.de
pelo con dosis descendentes de FSH.
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3.3. ~Procedimiento quirurgico para la examinacion ovarica y recuperacion

de embriones.

Siete dias /espués de la monta, se realizé una laparotomia media ventral. Las
ovejas se dejaron en ayuno de alimento y agua 24 h antes de la cirugia. Se indujo
latranquilizaciéhcon0.1 mg kg'de peso de xilacina al 2% via IM y 5 mg kg'de
ketamina via IV."Se’realiz0 la tricotomia en direccion craneal 1 cm por encima de
la glandula mamariays/posteriormente se desinfecté con una solucion yodada. Se
realizo infiltracion con®-8.mL de lidocaina al 2% a la altura de la linea media, se
realiz6 una incisibon de#3 cm por delante de la ubre. Se colocaron campos
quirargicos y se realizé una“exploracion laparoscopica (Laparoscopio IVT) para
evaluar la respuesta ovarica. (kas ovejas en las que no se encontré respuesta

ovarica no se realizo el procedimiento quirurgico.

Inmediatamente después se expuso‘el cuerno uterino y a nivel de la unién utero
tubarica se realiz6 la primera punecién con/un catéter nimero 14 y se coloc6 una
sonda Foley numero 10 Fr la cual, se fijo suministrando 3 mL de aire. En el
extremo de cuerno se realiz6 la segunda puncion-con un catéter numero 18 en la

cual se inyect6 50mL de soluciéon Hartmann, cada.cuerno fue lavado dos veces.

Posterior al lavado, se suturaron lo planos quirdrgicos, se aplicé antibiético y
desinflamatorio no esteroidal. Los embriones fueron evaluados con base al grado
de desarrollo y calidad con base en la clasificacion referida en el manual de la

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (Wright, 2000).
3.4. Variable evaluadas

Las variables evaluadas incluyeron el respuesta a la superovulacion((RS), la cual
fue determinada entre la relacion entre el nUmero de ovejas con respuesta que
presentaron mas de dos cuerpos luteos (CL’s) sobre el nimero de ovejas en el
tratamiento, multiplicado por 100.La tasa de ovulacion promedio (TO)/fue
determinada a través del conteo del numero CL’s en ambos ovarios entre(el

namero de ovejas superovuladas. EI numero de estructuras totales (ET) se
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determind registrando el namero de ovocitos no fertilizados (ONF), las zonas
peltieidas vacias y numero de embriones. Los embriones recuperados fueron
evaluados.en base al grado de desarrollo embrionario y calidad de los embriones
de acuerdo-a los criterios de la Sociedad Internacional de Transferencias de
Embriones (2000).Se determiné el niumero de embriones congelables (EC)se
determind en base al grado de calidad (calidad 1 y 2). El nUmero de embriones
degenerados (ED) o no trasferibles fueron aquellos clasificados como calidad 3 y
4. La tasa de fertilizacién (TF) fue calculada usando la siguiente ecuacion: TF=
[EC/(EC+ONF)] x 100.La eficiencia o tasa de recuperacion (TR) fue evaluada de la
siguiente manera: TR= [(ET/#-de CL)] x 100.

3.5. Anaélisis estadistico

Los analisis estadisticos incluyeron una prueba de T para determinar el efecto de
tratamiento sobre las variables peso vivo, CC, RS, TR, embriones totales y
embriones degenerados mediante’PROC [ Test de SAS. Para evaluar la respuesta
superovulatoria, embriones congelables, zonas pellcidas, ovocitos no fertilizados,
asi como el grado de desarrollo y calidad de les-embriones se realiz6 mediante
analisis de datos categoricos por el(procedimiento PROC CATMOD de SAS.
Debido al nimero de observaciones, lassvariables“asociadas con el grado de
desarrollo incluyeron las categorias 5, 6 y 7, loss#embriones clasificados en
categorias diferentes se agruparon en bajo la denotacién. otras categorias”. En
calidad embrionaria se analizaron bajo las categorias calidad 1 y calidad 2, las

calidades 3 y 4 se agruparon bajo una misma categoria.
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4. (RESULTADOS
4.1. “Respuesta Superovulatoria, Tasa Ovulatoria y Clasificacion de

Estructuras Embrionarias.

Todas las donadoras mostraron signos de estros entre las 24 y 48 h posteriores al
retiro del dispositiva y recibieron monta. La respuesta promedio de ovejas
superovuladas fue”del 75% bajo las dosis de FSH administradas. No se
observaron diferencias, estadisticas en el tratamiento superovulatorio entre los

niveles de AP suministrades (Cuadro 7).

La tasa de recuperacion embrionaria total promedio fue del 85%. De igual forma
no se observo diferencia significativa entre AP3 y AP6 (Cuadro 7). La tasa de
ovulacion total promedio observada-fue de 9.75 CL’s por ovejas, sin diferencias

entre los tratamientos evaluados (Cuadro 7).

El nimero de estructuras (que“ineluyeron;embriones, ovocitos y zonas pellucidas)
total promedio fue de 7.87, sin.'diferenciasestadisticas entre los tratamientos
evaluados (Cuadro 7). El nUmero de.zonas"peldcidas y ovocitos no fertilizados

fueron similares entre las ovejas suplementadas eomAP3 y AP6 (Cuadro 8).

La clasificacion embrionaria por viabilidad demuestra que existe diferencia
estadistica significativa para embriones degenerados, 0bservandose en promedio
un mayor nimero en las ovejas suplementadas con AP3 cemparadas a las de AP6

(Cuadro 8). El numero de embriones transferibles entre tratamientos fue similar.

No se observé diferencia estadistica significativa para el niumero de embriones
congelables, aunque numéricamente se observa una tendencia en_promedio a
mayor numero de embriones congelables en ovejas suplementadas~con AP3
(Cuadro 8).
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Cuadro 7. Medias = EE de la respuesta superovulatoria en ovejas Katahdin suplementadas con 3
(AP3) 0 6 % (AP6) desaceite de palma (AP).
TOTALES AP3 (n=10) AP6 (n=10)
VARIABLES EVALUADAS P-VALUE
MEDIA (| #EE MEDIA + EE MEDIA + EE
Respuesta Superovulatoria (%) 75.00 | 1000 |80.00(8)| 12.65 |70.00(7)| 14.49 0.60
Tasa de Recuperacion (%) 85.13 8.09 85.83 12.03 84.33 11.58 0.81
Tasa Ovulatoria (CL) 9.33 0.99 9.00 1.60 9.71 1.21 0.41
Tasa de Fertilizacion (%) 82.20 7.89 86.18 12.38 77.65 10.03 0.51

Cuadro 8. Medias + EE de la clasificacion/deslas estructuras embrionarias encontradas en ovejas
katahdin suplementadas3 (AP3) 0'6.%-(AP6) de aceite de palma.
VARIABLES EVALUADAS TOTALES AP3 (n=8) AP6 (n=7) P-VALUE
MEDIA | £ EE MEDIA ¥ EE MEDIA + EE
Estructuras Recuperadas 7.87 1.24 7.75(62) 2.01 8.00 (56) 151 0.41
Embriones Totales 5.87 1.18 6.12 (49) 1.78 5.57 (39) 1.64 0.73
Embriones Degenerados 2.80 1.09 3.25 (26) 1.95 2.29 (16) 0.87 0.04
Estructuras Estructuras

Totales Totales P-VALUE
Embriones Congelables 61 - 31 - 25 - 0.06
Zonas Pelucidas 8 - 6 - 2 - 0.16
Ovulos no Fertilizados 20 - 10 - 10 - 0.30
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4.2 Grado de Desarrollo y Calidad de Embriones.

El grado«de desarrollo y calidad evaluado se presenta de acuerdo a la clasificacion

de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones.

Se observarop“tendencias estadisticas a tener un mayor numero de embriones
promedio clasificados con grado de desarrollo 5 correspondiente a blastocisto
temprano recuperados-de ovejas suplementadas con AP6 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Medias +(EE.del grado de desarrollo y calidad embrionaria en
ovejas Katahdin suplementadas con3 (AP3) o 6 % (AP6) de

aceite de palma.

VARIABLES AP3 APG6
EMBRIONARIAS | TOTALES [ Estructuras | Estructuras | | -o-

EVALUADAS
Grado de Desarrollo 5* 19 11 8 0.07
Grado de Desarrollo 6 14 6 8 0.07
Grado de Desarrollo 7 8 7 <0.001
Otros Grados de 13 1 0.005
Desarrollo 14
Calidad 1** 29 8 14 0.05
Calidad 2 16 10 6 0.34
Calidad 3y 4 18 14 4 0.01

*5= Blastocisto temprano; 6= Blastocisto; 7= Blastocisto Expandido

**1=Embriones excelentes y buenos; 2= Embriones regulares; 3= Embrionesgmalos; 4=
Degenerados.

Esta misma tendencia se observdo en el nimero de embrionesy promedios

clasificados con grado de desarrollo 6, correspondientes a blastocisto ‘de avejas
suplementadas con AP6 (Cuadro 9).
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Con_respecto al grado de desarrollo 7, correspondiente a blastocisto expandido,
los resultados muestran un mayor namero de embriones bajo esta clasificacion en

ovejas stplementadas con AP6 en comparacion con AP3 (Cuadro 9).

Se encontro/que un mayor nimero de embriones que cayeron en otras categorias
de grado de _desarrollo referidas anteriormente provienen de ovejas
suplementadas con AP3 en comparacion con los de ovejas con AP6, que
observaron grados'de‘desarrollo mas homogéneos (Cuadro 9).

En cuanto a calidad' embrionaria, las evidencias indican que las ovejas
suplementadas con AP3 mostraron una tendencia a tener en promedio un mayor
namero de embriones con la-elasificacion de calidad (excelente) 1, sin diferencias
estadisticas para la calidad 2 (bueng; Cuadro 9).

Sin embargo, con respecto a la clasificacion 3 y 4, se encontr6 que una mayor
proporcion de embriones <que cayeron, en esta categoria (no deseable)

correspondieron a las ovejas suplementadas‘con AP3 (Cuadro 9).
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5. DISCUSION

5.1. Respuesta Superovulatoria, Tasa Ovulatoria y Clasificacién de

Estructuras Embrionarias.

En ovejas y ofras especies, la ovulacion multiple y transferencia de embriones
(MOET) se ha“aplicado como una herramienta exitosa para incrementar el
progreso genético'.astravés de la multiplicacion de la progenie de animales

genéticamente superiores, asi como la conservacion de material genético.

El desempefio reproductivo y-respuesta a los tratamientos superovulatorios puede
ser multifactorial. Puede estarsinfluenciado por la época del afio (McEvoy et al.,
1998; Forcada et al., 2006), sobre todo en aquellos ovejas con comportamiento
reproductivo estacional (Bettencour et al., 2008), tasa de recuperacion y

fertilizacion y alimentacion.

Los resultados obtenidos en reSpuesta a la superovulaciéon, tasa ovulatoria, asi
como de estructuras y embriones_recuperados en el presente trabajo realizado
fuera de época reproductiva son comparables(a los reportados por Bettencourt et

al. (2008) en ovejas merino negro.

El éxito de los programas MOET no solo depende de la tasa de ovulacion
alcanzada, sino también de la tasa de fertilizacion y recuperacion (Baril et al.,
1993). En este experimento se encontr6 que la tasa de fertilizacion no fue
diferente entre tratamientos, y la tasa promedio de 82.2% fue‘ligeramente menor a
la reportada por Bettencourt et al. (2008), pero similar a la reportada por Mayorga
et al. (2011).

Sin embargo, el numero embriones recuperados, transferibles, asii como de
congelables encontrado en este estudio fue menor al reportado por Bettencourt et
al. (2008) fuera de época reproductiva.
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5.2. »*Grado de Desarrollo y Calidad

Otro factor importante es el nivel y composicion de la dieta alimenticia, ya que
afectan €l numero y calidad de los ovocitos, asi como el medio ambiente y el
desarrollo embrionario temprano (Kuran et al.,, 1999; Ashworth et al. 2009).
Puntualmentey el tipo de acidos grasos y el nivel de energia en la dieta pueden
influenciar positivamente algunos aspectos reproductivos de la oveja (Fouladi-
Nashta et al., 2009)..L0s resultados del presente estudio muestran evidencias del
efecto positivo del suministro del aceite de palma en una proporcion del 6%, donde
se observé un menor nédmerq (P<0.04) de embriones degenerados; asi como a
obtener embriones con mas’ regularidad (P<0.02) en las categorias 5, 6 y 7
(blastocisto temprano a expandido).

Ademas, se observd tendencias‘\a mayor numero de embriones bajo la
clasificacion de calidad excelente (R<0.08), lo que se reflej6 en menor nimero
(P<0.001) de embriones con /afidad mala y degenerados. Nuestros resultados
concuerdan con los de Zeron(et' al. (2002) quienes administraron aceite de
pescado en jabones de calcio a ovejas, encontrando ovocitos con mejor calidad e
integridad de la membrana relacionado a una mayer proporcion de acidos grasos
en plasma, liquido folicular y células del‘cumulus.”Devigual forma Meza-Villalvazo
et al., (2013) observaron una mayor proporcion (77.5%) de ovocitos clasificados
como de excelente y buena calidad en ovejas suplementadas con 3 0 6% de
aceite de maiz comparado contra los de ovejas que no recibieron el aceite de maiz
(46%). De igual forma, los ovocitos de calidad regular y mala las proporciones
incrementaron en las ovejas que no recibieron aceite de maiz (56%).comparadas

a las de 3y 6% de aceite de maiz,

Es posible que los acidos grasos poliinsaturados presentes en el aceite¢ de palma
se relacionen con el efecto benéfico del medio ambiente para el crecimiento
folicular, y uterino para la fertilizacion, desarrollo y viabilidad embrionaria, tal~como
también fue documentado por diferentes autores que han fuentes diversas de
acidos grasos poliinsaturados (Webb et al., 2003; Childs et al., 2008; Waleed et
al., 2010; McEvoy et al., 2012).
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6. CONCLUSIONES

La respuesta superovulatoria, tasa de ovulacion, tasa de recuperacion, tasas de
fertilizacion,.=nimero de estructuras recuperables, asi como el numero de
embriones totales en ovejas Katahdin no se vio afectada por el nivel de aceite de

palma suplementado

En el caso de las ovejas,suplementadas con un nivel de AP de 6% se recuperaron
embriones con grado dée desarrollo mas homogéneos. De la misma forma, en las

ovejas suplementadas con AP al 6% se recuperaron embriones con mejor calidad.
La suplementacion de aceite de palma en la preparacion de ovejas donadoras

puede ser una practica recomendable que contribuye a mejorar la calidad de

embriones con grados de desarrollo m&s homogéneos.
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