NOTA CIENTIFICA

EFECTO DEL TIEMPO DE INSEMINACION ARTIFICIAL DESPULS
DE LA DETECCION DE CELO SOBRE LA TASA DE PRENEZ
EN OVINOS CORRIEDALE!

Effect of time of artificial insemination after estrus detection on
Corriedale sheep pregnancy rates!

Camila Muiioz M.2*, Victor H. Parraguez G.3 y Etel Latorre V.4

ABSTRACT

A total of 240 adult Corriedale ewes from the Magallanes Region of Chile, were synchronized with
progestagens and randomly assigned to one of four groups, according to the time elapsed between
estrus detection and artificial insemination (AI) with semen obtained from 2 Corriedale rams. The
first three groups were inseminated at 3 and 6; 6 and 12; or 12 and 18 h after estrous detection; the
fourth group received a single insemination 18 h after estrous detection. Semen was extracted and
frozen in a solution of skimmed milk, glycerol and egg yolk, thawed and used, registering the depth
of semen placement in the cervix and the quantity and nature of the cervical mucosa. Pregnancy
was assessed by ultrasound 30 days after insemination. No significant statistical differences were
detected among pregnancy rates, which were 22; 31; 22; and 21% for groups 1; 2; 3 and 4,
respectively. Nor were there significant differences with one or two inseminations. Results showed
that fertility did not differ when insemination was performed 3 to 18 h after estrous detection, and
that double insemination is not necessary, as long as insemination coincides with the middle of the
estrous period.

Key words: artificial insemination, frozen semen, intracervical insemination.

RESUMEN

Un total de 240 ovejas Corriedale fueron sincronizadas con progesterona y asignadas al azar a 4
grupos, segiin el tiempo transcurrido entre la deteccién de celo y lainseminacion artificial (IA) con
semen de carneros de la misma raza. Los primeros 3 grupos fueron inseminados luegode 3y 6,6
y 12; 6 12y 18 h de detectado el celo; el cuarto grupo recibié una sola inseminacién 18 h después
de detectado el celo. El semen fue extraido y congelado en una solucién de leche descremada,
glicerol y yema de huevo, descongelado y usado, registrandose 1a profundidad de depositacién del
semen en el cervix y la cantidad y naturaleza de la mucosa cervical. Treinta dias después se deter-
miné la prefiez mediante ecografia. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los porcentajes de prefiez, que fueron de 22; 31; 22; Yy 21%, para los grupos 1,2, 3 y 4, respec-
tivamente. Tampoco fueron significativas las diferencias en fertilidad con una o dos inseminaciones.
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INTRODUCCION

La inseminacién artificial (IA) permite funda-
mentalmente la rdpida y masiva difusion de las

caracteristicas deseables de los reproductores

con alto potencial productivo, permite usar car-
neros viejos o lesionados u ovejas ubicadas en
lugares distantes y, ademads, permite el control
de algunas enfermedades de transmisién sexual
(Parraguez et al., 2000). La 1A con semen con-
gelado tiene la ventaja adicional de poder con-
servar el semen por largos periodos previo a su
uso (McDonald et al., 1998).

El uso de semen congelado en ovinos se inicid
sistematicamente en 1972, cuando Andersen y
Aamdal (1972), utilizando estatécnica, llegaron
aobtener por primera vez un 5% de fertilidad. A
partir de entonces, se han realizado numerosos
ensayos, usando semen congelado para evaluar
componentes y concentraciones del diluyente a
usar, los tipos de envasado, el método de congela-
ciény descongelacién, latécnicade inseminacién
mas efectiva, etc. En el estado actual de desarrollo
de esta técnica se han obtenido resultados muy
variables, con fertilidades que oscilan entre 0 a
60% (Eppleston y Maxwell, 1993), siendo en
general, muy inferiores alos porcentajes de pre-
fiez logrados con semen fresco.

Labaja fertilidad obtenida al usarestatécnica se
atribuye a un defectuoso transporte del semen a
través del cervix (Lightfoot y Salamon, 1970;
Gusstafson, 1978) y ala viabilidad reducida que
presentan los espermatozoides en el tracto genital
de las ovejas (Salamon y Maxwell, 1995). Adi-
cionalmente, se mencionan como causas de los
bajos rendimientos, 1a mortalidad embrionaria
post-inseminacién, reacciones inmunolégicas en
el canal cervical, caracteristicas de la mucosa al
momento de realizarla inseminacion, o al estrés
aque son sometidas las ovejas durante el proceso
de inseminacién (Salamon y Maxwell, 1995).

La técnica laparoscépica, en la cual el semen se
depositadirectamente dentro de los cuernos ute-
rinos, es la que ha dado mejores resultados cuan-

do se utiliza semen congelado (Ritar y Ball,
1993; Azzariniy Valledor, 1998). Sin embargo,
esta técnica es cara y dificil de practicar a gran
escala. Se requiere, por lo tanto, desarrollar una
técnica intracervical (en la cual el semen se de-
posita dentro del cervix mediante una técnicano
invasiva) mas eficiente, yaque es mis econdémica -
al utilizar equipos de menor valor, y puede ser
realizada por personal técnico adecuadamente
capacitado, a una velocidad consistente con el
manejo de rebafios de tamafio mediano a grande.
En Chile, laIA en ovinos hasido utilizada usan-
do semen fresco y semen congelado, tanto por
via laparoscépica como por via intracervical
(Latorre, 2001).

En el presente estudio se aborda la eficiencia de
la IA intracervical con semen congelado. El
objetivo fue determinar el momento éptimo para
realizarlaIA con semen congelado, en un tiempo
fijo luego de la deteccidén de celo, y comparar la
IA tnicarespecto de IA doble, sobre la fertilidad
(porcentaje de prefiez) resultante.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo durante la temporada
reproductivadel afio 1998, en la Estancia Tehuel
Aike Sur, ubicada a 35 km al norte de la ciudad
de Punta Arenas (52°42' lat. Sur; 70°54' long.
Oeste). Se utilizaron 240 hembras Corriedale de
seis dientes, alimentadas en forma extensiva
sobre la base de praderas naturales compuestas
fundamentalmente por coirén (Festuca graci-
llima), coirén blanco (Festuca pallescens), y
trébol blanco (Trifolium repens).

A las ovejas seles coloco un dispositivo intrava-
ginal con hormonas anilogas a la progesterona
(EAZI-BREED CIDR G®, Pharmacia & Upjohn
Cia. Ltda.) durante 12 dias, con el objeto de sin-
cronizar su ciclo estral. Una vez retirados los
dispositivos se realiz6 la deteccién de celo con
carneros vasectomizados, que fueron pintados
ventralmente con una mezcla de tierrade colory
aceite, los que identifican y marcanalaovejaen
celo. Las ovejas en estro se apartaron diariamente



618

del rebaiio a las 08:30 y a las 20:30 h, siendo
distribuidas al azar en 4 grupos, correspondientes
alos 4tratamientos utilizados. Los tratamientos
consistieron en diferentes tiempos de IA, luego
del aparte de las ovejas en celo, récibiendo el
grupo 1,2y 3 inseminaciones dobles, a diferen-
cia del tratamiento 4 que consistié en IA Gnica
(Cuadro 1).

El semen se extrajo con vagina artificial desde
dos carneros reproductores Corriedale, de 10
afios de edad, de fertilidad probada. A cada eya-
culado se le hizo una evaluacién macroscépica
de volumen, color, olor, y movimiento de masa,
y una evaluacién microscépica de movimiento
progresivo y concentraciéon esperméitica. El
semen extraido se congel6 de inmediato, usando
la técnica Sueco-Noruega descrita por Grétte
(1995) y modificada por Latorre (1998), que
consistio en la dilucién del semen sobre la base
de leche descremada, yema de huevo y glicerol.
El semen fue envasado en pajuelas de 0,25 mL
conteniendo 200 millones de espermatozoides por
pajuela. Las pajuelas se descongelaron, previo a
su uso, en un bafio de agua a 35 °C por 10 s.

El procedimiento de inseminacién consistié en
lalimpieza externa de la vulvay la introduccién
de un espéculo, con una fuente de luz, dentro de
la vagina para ubicar la apertura cervical. Una
vez identificado, la pipeta de inseminaci6n se
paso a través del espéculo y dentro del cervix,
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depositando el semen lo més adentro posible, de
acuerdo alas caracteristicas anatémicas particu-
lares de cada oveja, ya que el éxito de esta ope-
racion es variable debido ala complejidad anat6-
micaindividual del cervix de laoveja. La insemi-
nacion la realiz6 un Gnico inseminador, por via
intracervical, registrando para cada oveja el
carnero utilizado y 1a profundidad con que el in-
seminador deposit6 el semen en el tracto de la
hembra. Se registrd. también la caracteristica
que presentabael mucus cervical al momento de
la inseminaci6n, usando una escala de 1 a 3,
segtin el grado de enrojecimiento de la mucosa
vaginal y las caracteristicas fisicas del mucus,
donde 1 correspondi6 a mucosa muy enrojecida,
con un fluido claro y filante; en cambio 3,
correspondié amucosa cervical palida con fluido
espeso y lechoso. Dado que la mayoria de las
hembras recibié doble IA, se registraron comiin-
mente dos valores para la calificacién de la ca-
racteristica de celo.

Treinta dias después de inseminadas las hembras,
se efectud un diagnéstico de gestaciéon usando
ultrasonografia, mediante un ecégrafo de tiempo
real modo B con un transductor transrectal de 5
MHz (Scanner 100LC VET. PIE MEDICAL,
modelo 41514, ATM S.A., Santiago, Chile).|

Para analizar los resultados se construyeron
tablas de contingencia para cada variable en
relacién con la variable diagnéstico, alas que se

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la inseminacién artificial con semen congelado/descongelado
de ovejas Corriedale en la Regién de Magallanes, Chile, 1998

Table 1. Experimental treatments used for intracervical artificial insemination of Corriedale ewes
with frozen/thawed semen in the Magallanes Region, Chile, 1998

Tratamiento Hora Hora Hora Tiempo Tiempo estimado desde
del de la de la entre el inicio del celo (h)
aparte primera IA  segundaIA  aparteyla
IA (h) Minimo Maximo
1 08:30 11:00 14:30 3y6 2,5 18
2 08:30 14:30 20:30 6yl12 6 24
3 20:30 08:30 14:30 12y 18 12 30
4 20:30 - 14:30 >18 12 30
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les aplicé\]aprueba de chi-cuadrado. Adicional-
mente, los datos fueron sometidos a una regresion
logistica con el fin de estudiar el efecto de miil-
tiples variables explicatorias sobre una variable
respuesta dicotémica (Motulsky, 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

La calidad seminal de los carneros fue sobresa-
liente, ya que produjeron en promedio 1,6 +0,5
mL de semen, con una concentracion espermatica
de 3,9 + 1,2 x 10 espermatozoides mL-!. Este
valor est sobre el promedio reportado para la
especie, que es de 1,5 x 10° espermatozoides
mL-! (Jainudeen y Hafez, 1987), lo que puede
atribuirse a la baja frecuencia de extraccion de
semen, y a un adecuado manejo nutritivo (dieta
balanceada, ricaen energiay proteina) (Smithy
Knight, 1998). El semen de los dos carneros uti-
lizados no gener6 diferencias estadisticamente
significativas en la fertilidad de las ovejas inse-
minadas.

Laeficienciadelainseminacién expresada como
porcentaje de prefez o fertilidad lograda en los
distintos tratamientos fue en promedio de 24,1 %.
Otros autores han logrado fertilidades de 57%
(De Lucia Silva, 1997), 52 y 33% (Olafsson,
1980), 14% (Ritary Ball, 1993), 12% (Rodriguez
et al., 1998) y 9 y 5% (Azzarini y Valledor,
1998). El porcentaje de ovejas inseminadas que
repitieron el calor fue de 61,4% (140 hembras de
228 inseminadas). Es importante sefialar que el
ensayo se realizé cerca del fin de la temporada
reproductiva, julio de 1998, lo que determina
una menor fertilidad potencial, debido a ciclos
estrales irregulares, ya sea en extension, presen-
tacién y/o manifestacién o, mas afin, en aciclia
(Jainudeen y Hafez, 1987). A pesar de lo anterior,
en la Region de Magallanes el encaste se hace
normalmente tarde, parafavorecer la superviven-
cia de las crias, que nacen cuando las tempera-
turas son mas benignas, sacrificando levemente
los porcentajes de prefiez.

Por otra parte, la inseminacidn se realizé en el
primer ciclo estral tras la sincronizacién de las
ovejas con andlogos de progesterona. Este celo
es generalmente de menor fertilidad, presumible-
mente por un efecto adverso del tratamiento so--
bre el transporte espermatico en el tracto repro-
ductivo de la hembra (McDonald et al., 1998).

Los tratamientos no presentaron diferencias esta-
disticas entre ellos (p < 0,10), lo que sugiere que
ni la hora del aparte ni el tiempo transcurrido
entre éste y lainseminacién, dentro de los rangos
de este estudio, son relevantes para mejorar la
fertilidad (Figura 1).

Algunos autores sugieren usar inseminaciones
dobles para incrementar la fertilidad, pero el
efectologrado dependera del momento en que se
realicelainseminacioén una veziniciado el estro,
yaque siunade las inseminaciones se realizaen
la mitad del estro, generalmente no vale la pena
repetir la inseminacién (Salamon y Maxwell,
1995). Esto se corrobora en nuestro ensayo, al
comparar los resultados obtenidos en el trata-
miento 3 con el 4. En efecto, el porcentaje de
fertilidad en el tratamiento 3 (IA doble) fue de
21,7%, en tanto que en el tratamiento 4 (IA
tnica), fue de 20,5%, valores que no fueron
estadisticamente diferentes.

En relacién con los registros re/alizados para
cada IA sobre profundidad a la que se depositd
el semen en el tracto genital de las ovejas, éste
varié de 0 (cuando no se penetré el cervix) a 4
cm. Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p <0,10) en las
fertilidades con las distintas profundidades de
inseminacién (Figura 2). Estos resultados se
contraponen con los reportados por Eppleston et
al. (1994) quienes sefialaron que la fertilidad
aumenta entre 7y 12% por cada centimetro de
mayor profundidad ala que se depositael semen.
Esto podria deberse al diferente grado de mani-
pulacién que implica la traccién mecénica ejer-
cida sobre el tracto reproductivo al realizar IA,
lo que alteraria las caracteristicas fisico-quimicas
del tejido cérvico-uterino por inflamacioén.
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Figura 1. Porcentaje de prefiez obtenido con inseminacién artificial intracervical al usar semen congelado/
descongelado en ovejas Corriedale segiin el tiempo transcurrido desde el inicio del celo, y con una o dos
inseminaciones. 1998.

Figure 1. Pregnancy percentage obtained with intracervical artificial insemination using frozen/thawed semen
in Corriedale sheep considering single or double inseminations and time elapsed between the detection of
estrous and Al 1998.

Tratamiento 1: inseminacién artificial 3 y 6 h después del aparte. Tratamiento 2: inseminaci6n artificial 6 y 12 h después
del aparte. Tratamiento 3: inseminacién artificial 12 y 18 h después del aparte. Tratamiento 4: inseminacién artificial
Unica 18 h después del aparte.

Las diferencias observadas no son estadisticamente significativas (p < 0,10).
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Figura 2. Efecto de la profundidad de depositacién del semen en el cervix sobre la fertilidad (porcentaje de preiiez)
al inseminar artificialmente ovejas Corriedale con semen congelado/descongelado via intracervical.

Figure 2. Effect of the depth of semen depositation into the cervix on the fertility (pregnancy percentage) on
artificially inseminated Corriedale ewes using frozen/thawed semen.

Las diferencias observadas no son estadisticamente significativas (p < 0,10). TA: inseminacién artificial.
INo hubo penetracién.
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Las caracteristicas del celo no mostraron diferen-
cias estadisticamente significativas (p < 0,10).
Sin embargo, en términos cuantitativos se obser-
vaque la caracteristica 1 a 2, es decir, cuando la
mucosa estd enrojecida y el fluido es claro y
filante, fue la que resultd en niveles de fertili-
dad més altos (47,4%). La fertilidad mas baja
(11,1%) se obtuvo cuando las inseminaciones se
realizaron cuando el celo se calificé como 3, es
decir, cuando la mucosa vaginal estaba poco
enrojeciday el fluido fue poco abundante, lechoso
y espeso (Figura 3). Esto concuerda con lo des-
crito ampliamente en la literatura, en el sentido
que cuando el mucus cervical es fluido y claro,
caracteristica que generalmente se presenta en
la primera mitad del celo, se obtienen los mas
altos indices de prefiez (Duran del Campo, 1993;
Blank, 1998).

CONCLUSIONES

Lainseminacion artificial intracervical, utilizan-
do semen almacenado mediante congelamiento,
bajo las condiciones de este estudio, fue poco
exitosa, yaque sélologré 22% de fertilidad. Los
resultados de este trabajo indicaron que a este
nivel de fertilidad la inseminaci6n artificial doble
no es necesaria si alo menos unade ellas se reali-
zaenel mediodel ciclo estral, y quela calificacion
de la mucosa y el mucus vagino-cervical son
buenos indicadores para determinar el mejor
momento para inseminar.
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Figura 3. Fertilidad (porcentaje de prefiez) resultante en relaciéon con la caracteristica de la mucosa cervical (1,
2 6 3) al momento de realizar las IA intracervicales, tanto dobles como tinicas, de ovejas Corriedale, utilizando

semen congelado/descongelado. 1998.

Figure 3. Fertility (pregnancy percentage) resulting in relation with the cervical mucosal characteristics (1, 2 or
3) on performing Al, once or twice, for Corriedale ewes inseminated with frozen/thawed semen. 1998.

1'1: mucosa vaginal muy enrojecida con abundante mucus fluido, claro y filante.
2: mucosa vaginal enrojecida, fluido menos abundante, claro a lechoso.
3: mucosa vaginal poco enrojecida, fluido poco abundante, lechoso y espeso.

Las diferencias observadas no son significativas (p < 0,10).
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