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Resumen:

Se evaluo el efecto de la inclusion de aceite de maiz (AM) en la dieta de ovejas Pelibuey en
un protocolo de transferencia de embriones. Veinticuatro ovejas donadoras fueron asignadas
al azar a cada uno de dos grupos (G), G1: doce ovejas alimentadas con una dieta base (DB)
con AM y, G2: doce ovejas alimentadas con DB sin AM. Los embriones fueron obtenidos
6.5 dias después del estro y transferidos a ovejas receptoras formando cuatro tratamientos:
T1: receptoras alimentadas con dieta base con AM (DB+AM) transferidas con embriones de
una donadora del G1 (n=23), T2: receptoras alimentadas con DB sin AM (DB-AM)
transferidas con embriones de una donadora del G1 (n=18), T3: receptoras alimentadas con
DB+AM transferidas con embriones de una donadora del G2 (n=9) y T4: receptoras
alimentadas con DB-AM transferidas con embriones de una donadora del G2 (n=11). La
inclusion de AM en la dieta incrementd (P<0.05) la tasa ovulatoria (10.5 £ 2.07 vs 6.3£2.07
cuerpos lateos), el nimero de embriones transferibles (5.5 + 1.4 vs 2.8 £ 1.4), embriones
calidad 1 (4.41 +1.1vs 2.08 £ 1.1) y la cantidad de estructuras totales (5.9 + 1.5vs 3.1+ 2.7)
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por oveja donadora, y no se encontraron diferencias (P>0.05) en el porcentaje de gestacion
(43.4, 55.5, 55.5 y 36.3 %) en las receptoras para ninguno de los tratamientos. La inclusion
de AM en la dieta de ovejas Pelibuey incrementa la respuesta superovulatoria en un protocolo
de transferencia de embriones.

Palabras clave: Aceite de maiz, ovejas Pelibuey, Embriones.

Recibido: 02/05/2023

Aceptado: 15/05/2024

Introduccion

Las tecnologias reproductivas son herramientas valiosas, que ayudan a incrementar la
eficiencia productiva y econdmica de las unidades de produccién de ovinos. Por ejemplo, la
transferencia de embriones (TE) ha sido utilizada exitosamente para reproducir animales
genéticamente superiores®. Sin embargo, a pesar de que esta tecnologia ha avanzado
considerablemente en las ultimas décadas, la respuesta a los protocolos de superestimulacion
y el porcentaje de fertilidad han sido inconsistentes, por lo que las investigaciones se han
enfocado en dos aspectos fundamentales: Mejorar la respuesta en la superestimulacion
folicular de hembras donadoras de embriones, para obtener un mayor numero de embriones
transferibles, y aumentar el porcentaje de gestacion en las hembras receptoras.

Algunos componentes especificos de la dieta, como la energia, pueden influir positivamente
en ciertos aspectos reproductivos de la hembra®. La suplementacion con aceite de maiz
(AM) con alto contenido de acidos grasos poliinsaturados (AGP; oleico, linoleico y
linolénico) puede ser utilizado para modificar algunos procesos de la fisiologia del ovario en
ovejas® debido a que estos procesos estan relacionados con la disponibilidad de energia®.
Se ha demostrado que la suplementacion con AM en la dieta puede mejorar la poblacion de
foliculos grandes® favorece el nimero de cuerpos liteos® y la prolificidad®. Los AGP
tienen un efecto mayor en las primeras etapas de la foliculogénesis y, por lo tanto, pueden
aumentar el namero de embriones obtenidos por hembras donadoras y son capaces de
favorecer la tasa de concepcion en vacas lecheras®. Con base en estos antecedentes, el
objetivo de la investigacién fue determinar si la inclusién de AM en la dieta de ovejas
Pelibuey mejora la respuesta superestimulatoria e incrementa el nimero de embriones
transferibles en las ovejas donadoras, y mejora el porcentaje de gestacion de ovejas
receptoras en un programa de TE en ovejas de raza Pelibuey.
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Material y métodos

El estudio se realiz6 durante los meses de julio a diciembre de 2017 en el Laboratorio de
Reproduccion de Ovinos y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, ubicado a 19° 29° Ny 98° 53° O y 2,240 msnm®,

Se utilizaron 24 ovejas donadoras Pelibuey de 3.5 = 0.3 afios de edad y un peso promedio de
51.9 + 3.2 kg. De este grupo, doce de ovejas recibieron una dieta base con aceite de maiz
(G1), a razon de 2.0 kg oveja™ dia® que consistio de: 60% heno de avena, 25% alfalfa
achicalada, 6% de aceite de maiz (Mazola®) y 9% concentrado comercial (Borrega plus:
Alimentos Union Tepexpan ®); el resto de las ovejas (12) recibieron la siguiente dieta sin
aceite de maiz (G2): 63% heno de avena y 26% alfalfa achicalada, 11% concentrado
comercial (Borrega plus: Alimentos Unidn Tepexpan ®;12 % PC, 40 % FDA, 51 % FDN,
2.3 % EE y 9 % cenizas), las dietas experimentales fueron isoenergéticas e isoprotéicas,
contenian 12 % PC y 3.2 Mcal EM, y se ofrecieron durante 16 dias, desde el dia tres del
protocolo de sincronizacion de estro, hasta el dia previo a la transferencia (el momento de la
insercion del dispositivo intravaginal CIDR fue considerado dia 0).

Como ovejas receptoras se utilizaron 61 ovejas Pelibuey de 3.4 £ 0.3 afios de edad y un peso
promedio de 54.6 = 1.2 kg. Treinta y dos (32) ovejas recibieron la misma dieta que G1 a
razon de 2.0 kg oveja® dia?, el resto (29) de las ovejas recibieron la alimentacion igual que
G2. Las dietas experimentales se ofrecieron durante 16 dias, desde el dia tres del protocolo
de sincronizacion de estro, hasta el dia previo a la transferencia (momento de la insercion del
CIDR fue considerado como dia 0). Los tratamientos quedaron asignados de la siguiente
manera (Cuadro 1):

Cuadro 1: Asignacion de tratamientos experimentales en receptoras

Tratamientos  Descripcion N

T1 Receptoras alimentadas con DB+AM, transferidas con 23
embriones provenientes de donadoras del G1.

T2 Receptoras alimentadas con DB-AM, transferidas con 18
embriones provenientes de donadoras del G1.

T3 Receptoras alimentadas con DB+AM transferidas con 9
embriones provenientes de donadoras del G2

T4 Receptoras alimentadas con DB-AM transferidas con 11

embriones provenientes de donadoras del G2
*DB+AM-= Dieta base con aceite de maiz, DB-AM=Dieta base sin aceite de maiz.
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El nimero de hembras receptoras en los tratamientos estuvo sujeto a la disposicion de los
embriones transferibles al momento del lavado de las donadoras.

Todas las ovejas se manejaron segun las normas establecidas por el “Reglamento para el uso
y cuidado de animales destinados a la investigacion en el Colegio de Postgraduados” y la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, con la finalidad de evitar estrés y el
sufrimiento innecesario de los animales.

Todas las ovejas receptoras fueron sometidas a un protocolo de sincronizacién de estro,
mediante la insercién de un dispositivo intravaginal (CIDR®-Pfizer), impregnado con
progesterona (0.3 g de P4) durante nueve dias, en el dia siete se aplicaron por via IM 300 Ul
de gonadotropina coridnica equina eCG (Folligon-Intervet ®) ademas de una dosis via IM
de 5 mg de prostaglandina F2a (Lutalyse®, Laboratorios Pharmacia Animal Health). La
sincronizacién en las donadoras fue similar, solo se incluyé en los dias 6 al 9 de la insercién
del CIDR, la aplicacion im de 200 mg en dosis decrecientes (40-40, 30-30, 20-20, 10-10 mg)
de hormona foliculo estimulante (FOLLTROPIN® Laboratorios Vetoquinol) en intervalos
de 12 h entre cada aplicacion (am-pm) para el proceso de superestimulacion.

El dia nueve del protocolo de sincronizacion, se retir6 el CIDR y la deteccion de hembras en
estro inici6é 4 h después de su retiro, con el auxilio de un carnero provisto con un mandil con
la finalidad de evitar la copula. Las ovejas donadoras que presentaron conducta de estro, se
inseminaron de manera intrauterina (laparoscopia) de 12 a 18 h después del inicio del estro,
y permanecieron sin alimento durante 24 h, procedimiento para reducir el contenido ruminal
y evitar broncoaspiraciones!?. Para la inseminacion se utilizaron dos pajillas de 0.25 ml de
semen fresco conteniendo 80 x 10° de espermatozoides por pajilla.

Coleccién y transferencia de embriones

Las ovejas que presentaron respuesta superestimulatoria (>2 cuerpos luteosY) se sometieron
a una colecta de embriones, 6.5 dias después del estro, mediante laparotomia media
ventral®?, Para ello, las ovejas fueron expuestas a un ayuno previo de 24 h al procedimiento
y se registro el nimero de CL presentes en cada ovario. Se aplico un protocolo de anestesia
con una combinacion de xilacina (Procin ® Laboratorios Pisa) Ketamina (Anesket®
Laboratorios Pisa) en una dilucion 0.8:0.2, aplicado de forma intravenosa en la vena yugular.
Posteriormente la oveja se prepar6 en la camilla colocada en un plano a 45°, se aplicé 1 ml
de lidocaina (Pisacaina ® Laboratorios Pisa). Se colocaron los campos quirdrgicos y se
procedid a hacer una incisién de 7 cm sobre la linea media ventral y con unas pinzas de Bab-
cock exponer el aparato reproductor. Con ayuda de un catéter intravenoso (Punzocat ® de 32
mm) se hizo una puncién en la union Gtero-tubarica para ingresar al lumen del cuerno uterino;
enseguida se realizd una segunda puncion a nivel del ligamento intercornual para introducir

504



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(3):501-514

un catéter Foley No. 10. Una jeringa con 60 ml de un medio de lavado (Vigro Complete
Flush Solution, Laboratorios Bioniche®) a 37 °C fue conectada al catéter intravenoso para
que por arrastre los embriones fueran recolectados en cajas Petri cuadriculadas con la
solucidn que salia por el extremo anterior de la sonda Foley. Las cajas de Petri se trasladaron
al laboratorio para iniciar la busqueda y evaluacion de los embriones.

La busqueda de los embriones se realizé con un microscopio estereoscopico (Barnstead,
USA) a un aumento de 40X, de manera minuciosa, observando cada uno de los cuadrantes
de la caja de Petri. Las estructuras encontradas se colocaron en una caja Petri de cuatro pozos
que contenia 200 pl de medio de mantenimiento (Holding®, Laboratorios Bioniche) en cada
pozo, colocadas en una platina térmica a 37 °C. Los embriones fueron evaluados y
clasificados en el microscopio estereoscépico a un aumento de 100X, de acuerdo a su
morfologia, y en base a los criterios de la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS por sus siglas en inglés®®).

Los embriones se transfirieron en fresco, seis dias y medio posteriores a la aparicion del estro
(tratando de aminorar el tiempo de asincronia entre la donadora y la receptora), seleccionando
hembras tanto del grupo DB+AM como del grupo DB-AM, asegurandose de que a todas las
hembras de los cuatro tratamientos, les tocara el mismo numero y calidad de embrion
transferido. Con un periodo previo de 24 h de ayuno, la receptora se coloc6 en una camilla
y se llevo a cabo el mismo protocolo que para la colecta de embriones. Se visualizaron los
cuernos uterinos por laparoscopia y mediante una laparotomia media ventral, se realizé una
incision de 2 cm en la linea media abdominal, con una pinza Bab-cock se exteriorizd el
cuerno uterino ipsilateral del ovario con uno o mas cuerpos luteos normales, hidratandolo
permanentemente con solucion salina fisioldgica (Solucién CS® Pisa Laboratorios). Con
ayuda de un catéter intravenoso (Punzocat ® de 32 mm) se hizo una puncién en la unién
Utero-tubarica, se colocd un embrion de calidad 1 o 2 (dependiendo la disponibilidad) en un
catéter (TOMCAT®) bajo el siguiente orden: una columna de medio, aire, medio con dos
embriones, aire y finalmente medio. Con una jeringa de insulina, los embriones colocados en
el catéter se impulsaron hacia la luz del cuerno uterino. La sutura de los planos quirurgicos
se realizo con Catgut® cromico calibre cero para peritoneo y el masculo, y la piel se suturo
con Nylon calibre cero. Para prevenir infecciones post-operatorias y una vez terminada la
sutura se aplicaron 100 mg de oxitetraciclina IM (Emicina LA ®, Laboratorios Pfizer).

Las variables evaluadas fueron:

Manifestacion de estro (%): porcentaje de ovejas que mostraron signos de estro dentro de
cada tratamiento.

Tiempo a la manifestacion del estro (h): horas transcurridas desde el retiro del dispositivo
hasta la presentacion del estro.
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Tasa ovulatoria (TOV): nimero de cuerpos luteos presentes al momento de la extraccién de
los embriones (6.5 dias después del estro).

Embriones calidad 1 (EQ1): namero de morulas o blastocistos calidad 1.

Embriones calidad 2 (EQ2): niumero de morulas o blastocistos calidad 2.

Embriones transferibles (ET): nimero de mérulas o blastocistos calidad 1y 2.

Ovocitos (OV): nimero de ovocitos que no fueron fertilizados.

Estructuras totales (ST): nimero de estructuras colectadas totales.

Porcentaje de gestacion: nimero de ovejas receptoras gestantes a los 40 dias post
transferencia entre el nimero de ovejas en cada tratamiento, por 100.

Tasa de paricion: nimero de ovejas receptoras paridas en relacion al numero de ovejas
transferidas en cada tratamiento.

La respuesta en las ovejas donadoras se analiz6 utilizando una regresién de Poisson mediante
el Modelo Lineal Generalizado (PROC GENMOD). Para analizar el porcentaje de gestacion
en las receptoras, se utilizé el analisis de tablas de contingencia para dos factores (DAM y
RAM) utilizando el modelo Log lineal a través del procedimiento CADMOD del paquete
estadistico SAS®4. La manifestacion del estro se analizo mediante una prueba de
independencia de Ji-cuadrada utilizando el procedimiento PROC FREC y el tiempo a la
manifestacion del estro fue analizada con el método de curvas de supervivencia de Kaplan
Meier usando el procedimiento LIFETEST y se establecieron diferencias entre tratamientos
con la prueba de LOG RANK.

Resultados

La proporcion de ovejas donadoras con signos de estro y el tiempo al estro fueron similares
entre tratamientos (P>0.05); sin embargo, la inclusion de AM en la dieta de ovejas donadoras
incremento (P<0.05) la TOV, ET, EQ1, OV, y la cantidad de ST por oveja (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Respuesta de ovejas donadoras Pelibuey alimentadas con dieta base con aceite
de maiz (DB+AM) o con dieta base sin aceite de maiz (DB-AM) (Medias + EE)

Variable G1DB+AM G2 DB-AM P-value
(n=12) (n=12)

Ovejas en estro, % 91.62 1002

Tiempo al estro, h 19.13+3.042 20.6£3.12

Tasa ovulatoria, n 10.5+2.072 6.3+2.07° <0.0001

Embriones transferibles, n 5.5+1.42 2.8+1.4° <0.0001

Embriones calidad 1, n 4.41+1.12 2.08+1.1° 0.0002

Embriones calidad 2, n 1.08+0.522 0.83+0.522

Ovocitos, n 0.41+0.25? 0.33+0.25° 0.0163

Estructuras totales, n 5.9+1.52 3.1+2.7° <0.0001

3 \/alores con diferente literal dentro de hilera presentan diferencias (P<0.05).

No se observaron diferencias en la probabilidad de manifestacion de estro entre grupos,
obtenidas por medio de las curvas de supervivencia, (Figura 1). Asi, el 100 % de las ovejas
con DB+AM manifestaron estro a las 42 h post retiro del CIDR mientras que las ovejas DB-
AM lo hicieron hasta las 62 h.

Figura 1: Curvas de supervivencia para el tiempo transcurrido entre el retiro del CIDR y la
manifestacion del estro en ovejas donadoras Pelibuey alimentadas con dieta base con aceite
de maiz (DB+AM) o con dieta base sin aceite de maiz (DB-AM)

0.25 |

0 10 20 a0 40 50 (1] 7o

—— G1: DB+AM —— G2: DB-AM
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Respuesta en receptoras

La inclusion de AM en la dieta no alter6 el tiempo ni el nimero de ovejas receptoras en estro
con dieta base con aceite de maiz (DB+AM, 24.08 + 1.03) o con dieta base sin aceite de maiz
(DB-AM, 25.8 + 3.0).

Las curvas de supervivencia para la manifestacion del estro en receptoras no mostraron
diferencias entre tratamientos (Figura 2). EI 100% de las ovejas con AM manifestaron estro
a las 38 h post retiro del CIDR mientras que las ovejas testigo lo hicieron a las 72 h.

Figura 2: Curvas de supervivencia para el tiempo transcurrido entre el retiro del CIDR y la
manifestacion del estro en ovejas receptoras Pelibuey alimentadas con dieta base con aceite
de maiz (DB+AM) o con dieta base sin aceite de maiz (DB-AM)

0.00 i

T T T T T T T
0 10 20 a0 40 50 (1 7o 80

——— Receptoras DB+AM Receptoras DB-AM

No se encontraron diferencias (P>0.05) ni en el porcentaje de gestacion y paricion para
ninguno de los tratamientos de las receptoras (Cuadro 3).

Cuadro 3: Respuesta en ovejas receptoras Pelibuey alimentadas con dieta base con aceite
de maiz (DB+AM) o con dieta base sin aceite de maiz (DB-AM)

Ovejas receptoras

Transferidas (n) % Gestacion 40 dias % Pariciones

Tratamientos

T1 23 43.4 (10) 39.1 (9)

T2 18 55.5 (10) 50.0 (9)

T3 9 55.5 (5) 22.2 (2)

T4 11 36.3 (4) 9.0 (1)
(P>0.05).
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Discusion

La respuesta a la manifestacion y el tiempo al estro en ovejas Pelibuey donadoras y
receptoras, no presentd diferencias entre tratamientos (P>0.05). En forma similar, en una
investigacién con ovejas Corriedale, se reportdé un 100 % de ovejas superovuladas en estro
con eCG y FSH durante la época de cria®™. En el presente estudio el 25 % de las ovejas
donadoras no respondié al protocolo de superovulacion, lo cual coincide con otros trabajos
en los que la proporcion de hembras que no respondieron a la superovulacion fue entre 2016
y 30 % @7, Al suplementar AGP omega 6 (n-6) se incrementa el consumo de energia, ya
que, estos son esenciales para la alimentacidn en rumiantes, ademas de que participan en los
procesos de foliculogénesis, ovulacion y conducta estral®®. La poblacion de foliculos
medianos y grandes se incrementd cuando se suplemento aceite de maiz como fuente de AGP
en ovejas, lo que puede dar lugar a una mayor produccién de estrdgenos por parte de esos
foliculos, ejerciendo un efecto similar a la eCG“9. En el presente estudio la inclusion de
AGP en la dieta de las ovejas no modificd su comportamiento reproductivo, posiblemente
debido al corto tiempo de exposicion a los AGP en la dieta; ya que se ha mencionado, que
para observar una respuesta en la conducta reproductiva de las hembras, se requiere de una
exposicion de al menos 20 dias antes del dia del empadre y continuar durante el empadre®,

El tiempo a la manifestacion de estro entre las receptoras (24.08 vs 25.8 h) y donadoras (19.13
vs 20.6 h) fue similar entre tratamientos (P>0.05). Resultados de otros autores mostraron un
inicio de estro de 34.5 + 2.6 h®Y o de 32 + 5.6 h®? cuando se aplicaron 500 Ul de eCG,
difiriendo de lo encontrado en esta investigacion. Se ha mencionado que el tiempo al inicio
del estro estd determinado por la raza y el tipo de FSH empleados en los protocolos de
supereovulacion®®. El tiempo al inicio del estro fue 24 h mas corto cuando las ovejas fueron
sometidas a una infusion intravenosa de aceite de oliva comparado con aceite de soya. Se ha
mencionado que el aceite de oliva, estimula las concentraciones plasmaticas de metabolito
alfa F2 de prostaglandina (PGFM) y prostaglandina E2 (PGE2)* aportando evidencia de la
posible relacion entre los acidos grasos, las prostaglandinas y el inicio del estro®). En la
presente investigacion no fue posible observar tal efecto, probablemente debido a las
hormonas utilizadas para la sincronizacion.

La inclusion de AM en la dieta de ovejas donadoras mejord la respuesta a la
superestimulacion en el G1, resultados similares a los encontrados por Herrera-Camacho(®
al evaluar ovejas Pelibuey superovuladas y suplementadas con AM (4% MS), observandose
un incremento en el numero de cuerpos liteos, embriones colectados y morulas; por su parte,
Zeron®® reportaron una mayor calidad en los ovocitos y un incremento en la proporcion de
AGP en plasma, liquido folicular y células del cumulus ooforus, al suplementar ovejas con
jabones calcicos de aceite de pescado. La nutricion durante la maduracion de los ovocitos
tiene efectos importantes en la viabilidad de los embriones en ovejas superovuladas®”. Los
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AG pueden afectar directamente la maduracion del ovocito a través de la composicion de su
membrana®®, o indirectamente afectando la concentracién de metabolitos en el liquido
folicular, impactando en su posterior desarrollo y viabilidad®”. Por tanto, se sugiere que la
inclusion de AM en esta investigacion pudo influir en la calidad de los ovocitos y de los
embriones durante las primeras etapas de desarrollo, ya que se obtuvieron mas embriones
transferibles cuando se adiciond6 AGP en la dieta; ademas, el incremento en el nimero de
cuerpos luteos pudo haber modificado la secrecion de progesterona, al tener una mayor
disponibilidad de colesterol para el tejido luteo®, optimizando las condiciones para un mejor
desarrollo embrionario.

No se observaron diferencias en el porcentaje de gestacion entre los cuatro tratamientos
(P>0.05). Resultados similares fueron encontrados en otras investigaciones en donde al
adicionar AM en la dieta de ovejas Pelibuey no observaron diferencias en el porcentaje de
gestacion1?), Al respecto se ha mencionado que tanto la subnutricion como la
sobrealimentacion pueden provocar alteraciones en el medio ambiente intrauterino que
impiden un adecuado desarrollo del embrién, afectando su viabilidad®?.

Las dietas que contienen altas concentraciones de AGP como el &cido linoleico en el aceite
de maiz, pueden regular la sintesis de prostaglandinas y sus efectos posteriores sobre la
persistencia del cuerpo ldteo, sintesis de E2*82) y el reconocimiento materno de la prefiez®Y.
Ademas los AGP pueden incrementar las concentraciones circulantes de progesterona,
debido a un aumento en la disponibilidad de colesterol®?, el principal precursor para la
sintesis de progesterona (Ps) en el cuerpo luteo®?.

La respuesta a la superovulacion encontrada en el presente estudio fue similar a lo reportado
en otras investigaciones, obteniendo un incremento en la cantidad de embriones transferibles
en las donadoras que recibieron los AGP, sin embargo, la adicién de AGP en la dieta de
ovejas receptoras no mejoro el porcentaje de gestacion, por lo cual es necesario realizar mas
estudios sobre el tiempo de exposicidon de las hembras a la dieta con AGP, asi como la
cantidad y calidad de los AGP que se ofrecen, ya que en ovinos, existen muy pocos estudios
publicados donde se expliquen los efectos directos de los acidos grasos poliinsaturados sobre
la fertilidad®).

Conclusiones e implicaciones

En conclusién, las ovejas donadoras presentan buena respuesta a la inclusion de aceite de
maiz en un programa de transferencia de embriones. El uso de aceite de maiz en la dieta de
ovejas Pelibuey incrementa la tasa ovulatoria, el numero de estructuras totales y embriones
transferibles, pero no tiene efecto en el porcentaje de prefiez de las hembras receptoras de
embriones.
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