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Bariloche, Rio Negro, Argentina los hatos y majadas ha promovido la difusién de material genético de alto mérito productivo en

las especies ovina y caprina. La inseminacion artificial (1A) y la transferencia de embriones (TE)
son biotecnologfas reproductivas apropiadas para cumplir con este objetivo a nivel local,
regional o internacional.

Lacrioconservacion de semen y embriones es una de las metodologias recomendadas por la
FAOQ para la conservacién de los recursos genéticos denominada “ex situ in vitro”. Garantizar el
resguardo del germoplasma mediante su congelamiento o vitrificacion, permite disponer de una
fuente de material genético para la preservacion de las diferentes razas o biotipos.

En la Argentina, laalta demanda de reproductores genéticamente superiores por parte de los
productores, ha determinado la necesidad de implementar programas de apoyo
interinstitucionales, para diseminar y/o introducir genotipos de alto valor productivo de origen
nacional o importado. En este contexto, teniendo en especial consideracion el sistema
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Ovino, Caprino, 1A, ET, mejoramiento de biotecnologias de la reproduccién asistida para ovinos y caprinos de la Patagonia Argentina.
En forma resumida, se presenta a continuacion informacion de La fertilidad media que hemos obtenido mediante 1A a
referenciacon respectoala lAenlaraza Merino. tiempo fijo (IATF) por via vaginal, realizada a las 52-56 h post
tratamiento progestacional de sincronizacién de estros con
Los estudios de preservacion del semen permitieron extender la esponjas intravaginales y 200 Ul de eCG (Gonadotrofina
vida fértil de los espermatozoides durante periodos prolongados, coriénica equina), ha sido del 40% (semen enfriado) y 65%
mediante métodos de enfriamiento o congelamiento seminal (semen fresco puro) (Naimetal., 2009; Cuetoy Gibbons, 2010).
(Salamon y Maxwell, 2000). La preservacion del semen junto con la
1A posibilita:

- La difusion del material seminal a nivel regional e
internacional.

- Evitar los movimientos de carneros entre
establecimientos, disminuyendo el stress y el riesgo
fisico y sanitario de los reproductores (transporte,
cambios de ambiente y de alimentacion).

- Contribuiradisminuir el riesgo sanitario en las majadas.

La implementacion de la 1A dependera del esquema propuesto
para la difusion del semen de los machos con alto mérito genético.

En general, si bien el semen colectado con vaginal artificial se
utiliza mayoritariamente en forma inmediata (semen fresco puro:
dosis 1A: 100 millones spz/oveja), también puede preservarse diluido
y enfriado a 15 °C por periodos de 8 a 12 h (semen diluido 1:2 v/v en
leche descremada al 10%), siendo la dosis minima de 150
millones/spz oveja.



LalA por laparoscopia (IAL) es una técnica reproductiva practica
y eficiente para el empleo del semen congelado, ya que permite
depositar el semen descongelado directamente en la luz de los
cuernos uterinos. En el ovino, la dosificacion del semen
congelado/descongelado mediante la inseminacion utilizando la
técnica laparoscopica, se realiza debido a la dificultad que presenta el
cuello uterino ovino para ser transpuesto por una pipeta o vaina de
inseminacion (via vaginal), asi como a la reduccion de la viabilidad
espermatica producida durante el proceso de congelamiento y
descongelamiento, estos factores condicionan obtener valores
aceptablesy repetibles de prefiez.

Nosotros hemos utilizado la IAL por mas de 10 afios,
inseminando 6300 ovejas con semen congelado de 71 carneros, para
la evaluacion genética de la raza Merino en la Argentina (Cardellino y
Mueller, 2009). Esta metodologia nos permitié evaluar carneros
nacionales y extranjeros, sin necesidad de transportarlos y adn
cuando estos no eran contemporaneos. La IATF con semen
congelado es realizada a las 60+2 h de finalizado el tratamiento
hormonal con progestagenos (esponjas intravaginales y eCG (200
Ul)), y permite alcanzar valores promedios de prefiez del 50%
(Gibbonsetal., 1998). Siendo mas eficiente cuando se realiza la 1A 12
h post deteccion del estro, ya que se obtienen porcentajes medios de
prefiez del 65% (Cueto y Gibbons, 2005).

Inseminacion artificial via vaginal con semen fresco, utilizando vaginoscopio

Los métodos de sincronizacion de estros constituyen una
herramienta de gran utilidad en los programas de IA. En la Argentina,
se utilizan con mayor frecuencia dos tipos de tratamientos
hormonales: prostaglandinas sintéticas o esponjas intravaginales con
acetato de medroxiprogesterona (MAP, 60 mg). Las prostaglandinas
inducen la regresion luteal entre los dias 4 y 14 del ciclo estral ovino,
por lo cual sélo pueden utilizarse durante la estacion reproductiva.
En la actualidad, aconsejamos la utilizacion de dos dosis de
prostaglandinas (Cloprostenol, 125 ug/animal), distanciadas entre si
por 14 dias, siendo factible obtener una concentracion de estros del
90% entre las 24 y 72 h luego de finalizado el tratamiento hormonal.
Este tratamiento de sincronizacion de estros permite una fertilidad
media del 65-70% al inseminar con semen fresco puro en ovejas
detectadas en celo o bien a tiempo fijo (IATF) entre las 53 a 56 h post
segunda dosis de prostaglandina (Cueto y Gibbons, 2011).

Las esponjas intravaginales con progestagenos se colocan en la
vagina por 12-14 dias; la aplicacion de eCG al retirar las esponjas
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la IATF. Ladosis recomendadaes de 200 Ul paralaraza Merinoy
300 Ul para las razas Correidale o Texel (debiéndose ajustar la
dosis seglin cada raza, estado corporal y época reproductiva).

En la raza Merino, entre las 36 y 72 h post-retiro de las
esponjas y conjuntamente con la aplicacion de 200 Ul de eCG, se
presenta un 85-95% de las ovejas en celo, alcanzandose la mayor
concentracién de estros entre las 48 y 60 h. Cuando los
tratamientos de sincronizacion de estros se realizan en
contraestacion reproductiva, es recomendable incrementar la
dosis de eCG a 250-400 Ul, segln la raza y el sistema de
produccion. Cabe destacar que mediante la IATF via cervical con
semen fresco, ya sea aplicada sobre celos sincronizados con
esponjas intravaginales o mediante la doble dosis de
prostaglandinas, se alcanza una eficiencia reproductiva aceptable,
lo que permite emplear esta Gltima técnica, evitando la deteccion
diaria de estros y reduciendo el tiempo de trabajo de
inseminaciony el nimero de juntasy encierres de las ovejas.

Al considerar la eficiencia alcanzada por 1AL con semen
congelado luego de un tratamiento con progestagenos y
gonadotrofinas, se observa una mayor fertilidad al realizar la 1A
12 h post deteccion de estros, en comparacion a la obtenida
mediante la IATF a las 60+£2 h de finalizado el tratamiento
hormonal (50 vs. 65%, respectivamente), indicando la
importancia del momento de deposicion del semen congelado en
relacion al momento de ocurrencia de la ovulacion. Si bien la
eficiencia global (porcentaje de ovejas prefiadas sobre el total de
ovejas para inseminar) alcanzada mediante la IATF es similar a la
observada en la 1A post deteccion de celos, se debera tener en
cuenta que en lainseminacién a tiempo fijo se estara utilizando un
mayor nimero de dosis seminales congeladas de muy alto valor
comercial, al inseminar todas las ovejas y no solamente las
detectadas en estro. A su vez, recomendamos iniciar un programa
de IA con semen congelado detectando estros, a fin de facilitar la
logistica al disponer de mas tiempo para su correcta
implementacion.

El factor de mayor incidencia que determina la variacion en el
porcentaje de prefiez cuando se utiliza semen congelado es la
calidad seminal post descongelamiento, a su vez relacionada con
la variabilidad individual al congelamiento espermatico y con su
proceso de congelamiento. Los analisis seminales desarrollados
hasta la actualidad para evaluar la capacidad fecundante del
semen post-descongelamiento mediante 1AL no permiten
estimar con exactitud la eficiencia reproductiva de una partida de
semen congelado. Sin embargo, Boretto et al. (2002)
determinaron que la motilidad individual progresiva (R2= 0.67,
P= 0.0036) fue el factor que mejor explico la variabilidad
observadaen laeficiencia reproductivaen la IATF en los ovinos.

Inseminacion intrauterina con semen congelado

\favorece la ovulacién sincronizada, permitiendo realizar

o N

e R



Implementacion de la IA con semen congelado en un
programa de mejoramiento genético en caprinos de raza
Angora

Un programa de mejoramiento genético animal requiere de la
utilizacién intensiva de los machos superiores, los cuales deben ser
evaluados y seleccionados en base a las caracteristicas de produccién
de interés para la raza. Sin embargo, su disponibilidad segln la raza,
ubicacion geografica y sistema de produccion, puede estar
condicionada debido al corto periodo de servicios en la época
reproductiva, la dispersion geografica de los hatos, el nimero de
machos disponibles, lalibido y la produccién seminal.

Una técnica que reduce considerablemente estos inconvenientes
es la inseminacion artificial con semen congelado. Esta técnica
reproductiva incrementa la utilizacion de los machos genéticamente
superiores y amplia las posibilidades de su difusion a gran escala. La
conformacion de un banco de semen congelado permite disponer
con tiempo del material genético y programar su distribucion en los
diferentes hatos de los productores. Por consiguiente, laaplicacion de
la 1A con semen congelado fue la herramienta indicada para lograr un
amplio impacto en el incremento de la produccién del sistema
caprino de la raza Angora en una amplia zona del norte de la
Patagonia Argentina. La seleccion de las hembras de los productores
por las caracteristicas productivas, asi como los aspectos
nutricionales y sanitarios, en cada uno de los establecimientos
destinatarios del proyecto de mejoramiento genético, constituyé uno
de los puntos prioritarios para la implementacion del programa
reproductivo.

El tratamiento de sincronizacion de estros que fue eficiente en las
cabras de raza Angora consistid en la aplicacion de esponjas
intravaginales (60 mg de MAP) durante 17 dias, combinado con una
aplicacion de 100 Ul im de eCG, en el momento del retiro de las
esponjas. La deteccion de celo a corral con macho vasectomizado se
realizd alas 24, 36,48y 60 h de retiradas las esponjas.

Las dos técnicas que se utilizan para la A con semen congelado
en el caprino son la cervical por vaginoscopia (IAC) e intrauterina por
laparascopia (IAL). A partir de los trabajos de Corteel y Leboeuf
(1990), en cabras lecheras, con la IAC se recomienda una dosis de 100
millones de espermatozoides totales. Comparativamente segun Ritar
et al. (1990), en la raza Cashmere, con la IAL se incrementa el
porcentaje de prefiez en un 20% con respecto al valor medio de la
IAC (40%). También se han registrado diferencias en la prefiez de
cabras lecheras cuando se realiza la inseminacion laparoscépica (IAL:
62,6% vs. IAC: 49,3%) (Vallet et al., 1992) y en otras razas caprinas
(Moorectal., 1988).

En el proyecto de mejoramiento genético de la raza Angora, se
utilizaron la 1AC y IAL, realizadas a las 48 h en las cabras que
presentaron estro a las 24 y 36 h, y a las 60 h en las hembras que
manifestaron celo alas 48 y 60 h de retiradas las esponjas. Es decir, en
un dfa es posible inseminar un gran ndmero de cabras con estro
sincronizado. Esta metodologia en comparacién con la IATF, la
hemos implementado debido a la variabilidad en la manifestacion de
los estros entre hatos, por razones logisticas para realizar la
inseminacion, permitiéndonos a su vez un uso mas racional del
semen congelado.

Nuestro primer trabajo de 1A con semen congelado en laraza Angora
en laPatagonia (Gibbonsetal., 1992), fue realizado por IAC con dosis
de 200 millones de espermatozoides. A partir de la implementacion
de la IAL hemos reducido a la mitad la concentracion espermatica
por dosis de inseminacion. Los porcentajes de paricion variaron entre
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45y 50% (883 cabras) y 46 a 60% (1.238 cabras) para la IAC y
IAL, respectivamente. La reduccién de la concentracién
espermatica a 50 millones en la 1AL (90 cabras), no vario
significativamente el porcentaje de prefiez respecto a la dosis
anteriormente indicada (sin publicar).

Transferencia y vitrificacion de embriones ovinos y
caprinos

Otra tecnologia de reproduccion asistida es la transferencia
de embriones (TE), que permite aumentar el nimero de crias de
una hembra genéticamente superior y producir un promedio de
4-5 hijos por donante, que haya recibido un tratamiento de
estimulacion hormonal para obtener una ovulacién multiple
(OM).

El uso mas importante de la TE es la rapida introduccion y
multiplicacion de nuevas razas o genotipos de alto valor
productivo, asi como la conservacién de genes, razas o especies
en riesgo de desaparicion. Los embriones pueden provenir de
hembras de alto valor genético, seleccionados entre una gran
poblacion o de una raza que tienen caracteristicas especiales en su
genotipo que merita su conservacion frente a la posibilidad de su
extincion. La TE debe ser cuidadosamente evaluada en el
beneficio econdmico que justifique suimplementacion.

Existen numerosos tratamientos hormonales para la
obtencion de OM, siendo el més aceptado la aplicacion de dosis
decrecientes de gonadotrofinas hacia el final del tratamiento
progestacional. Sin embargo, la respuesta de ovulacion mdltiple
al tratamiento multiovulatorio es muy variable entre las hembras,
independientemente del régimen y tipo de FSH utilizada. En
estos Ultimos afios, hemos realizado algunos trabajos de
investigacion tendientes a determinar la respuesta ovarica a los
repetidos tratamientos de ovulacion multiple, determinando una
alta repetibilidad de esta variable en los sucesivos tratamientos
hormonales. Basandose en esta premisa, la seleccion de las ovejas
donantes segin su respuesta ovérica al primer tratamiento
multiovulatorio, seria un buen método para reiterar el
tratamiento hormonal s6lo en aquellas hembras que puedan dar
una mayor produccién de embriones en las recuperaciones
sucesivas (Bruno-Galarragaetal., 2011).

Ovario superovulado de oveja.
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En la actualidad estamos utilizando el siguiente tratamiento
hormonal en la TE: Los ciclos estrales de donantes y receptoras se
sincronizan mediante la insercion de esponjas intravaginales con
progestagenos que contienen 60 mg de MAP por un periodo de 14
dias (ovinos) o 18 dias (caprinos). Al retiro de las esponjas, las
receptoras de embriones reciben 200 Ul de eCG im. Las donantes de
embriones son superovuladas utilizando un protocolo hormonal con
una dosis total de 80 mg pFSH (Folltropin V®, Bioniche, Canada) im
-cada 12 h- en 6 dosis decrecientes (18, 18, 14, 14, 8, 8 mg), durante
los Ultimos 3 dias del tratamiento progestacional. Al retiro de las
esponjas, las hembras reciben 200 Ul de eCG im. El inicio del estro se
detecta con la ayuda de un macho adulto (a partir de las 24 h después
de retiradas las esponjas), y las donantes son inseminadas mediante
laparoscopia, con semen congelado/descongelado (100 o 200 x 106
espermatozoides por oveja 0 cabra donante, respectivamente), a las
12-14henlashembras detectadasen celoalas 36y 48 h de finalizado
el tratamiento progestacional. Las hembras detectadas en celo a las 24
h son inseminadas 24 h més tarde.

A continuacion presentamos los resultados de los valores medios
de laOMy TE obtenidos en el INTA Bariloche en ovinos, caprinos
de Angoray cabras criollas. NUmero promedio de cuerpos liteos: 12,
8.6y 16, respectivamente. Porcentaje de embriones quirtrgicamente
recuperados: 45 a 60%. Tasa de prefiez por la TE inmediata mediante
la técnica semi- quirdrgica: 57% en caprinos y 65% en ovinos
(Gibbonsy Cueto, 2010).

Por ultimo, mencionamos la vitrificacion de embriones en
pequefios rumiantes, la cual ha surgido después de varias
investigaciones criobioldgicas (ver trabajo de Holtz, 2005). Esta
tecnologia tiene la ventaja de ser rapida y sin necesidad de un equipo
de congelacion especial. El objetivo de nuestra investigacion fue el de
evaluar la eficiencia de prefiez utilizando un método de vitrificacion
de embriones en tips plasticos para micropipetas. Nuestros
resultados mostraron una tasa de gestacion a partir de blastocistos
caprinos del 64% y en ovinos se obtuvieron tasas de supervivencia de
embriones del 42 (mérulas) y 47% (blastocistos), siendo la tasa de
prefiez del 50% para ambas edades embrionarias (siembra 2
embriones/receptora) (Gibbonsetal., 2011).

CONCLUSION

Varios factores intervienen en la obtencion de un resultado
favorable en la implementacién de la 1A en un programa de
mejoramiento genético. Los machos deben ser evaluados en sus
caracteristicas de produccion individual y en sus hijos, asi como
en su aptitud para el congelamiento seminal. Los manejos
nutricionales y sanitarios de las majadas ovinas y hatos caprinos
deben ser prioritarios, para obtener resultados satisfactorios. En
cuanto a los procesos de obtencion, dilucién, enfriamiento,
equilibramiento y congelamiento seminal, los mismos deben ser
cumplidos con meticulosidad para no atribuir fallas al factor
animal. El criterio para la aceptacion de las dosis para
inseminacion, la idoneidad con que se realicen los trabajos de
sincronizaciony deteccién de estros y las precauciones durante la
IA, determinaran la eficiencia global del programa reproductivo.
So6lo mediante la adecuacion de los protocolos de sincronizacion
de estros, inseminacién artificial, ovulacion maltiple y una técnica
depurada para la transferencia de embriones, adaptada para los
diferentes razas, se posibilitara el empleo de las biotecnologias
reproductivas como herramienta eficiente del mejoramiento
genético ovino y caprino. Por Ultimo, cabe consignar que el
desarrollo del sistema productivo ovino-caprino tiene su futuro
en el continuo desafio de incrementar la inversion en genética y
prestando especial atencion a las caracteristicas cuantitativas y
cualitativas que puedan afiadir valor a su produccion,
resguardando la biodiversidad y manteniendo un desarrollo
sustentable del sistema ganadero.

Informacién técnica de publicaciones y manuales de
procedimientos de 1A y TE en ovinos y caprinos pueden ser
vistos en la péagina del INTA Bariloche
http://www.inta.gov.ar/bariloche/info/indices/animal/reprod
uc.htm

Moérulas obtenidas post ratamiento de ovulacion maltiple

Siembra embrionaria, en tercio superior del cuerno uterino en ovinos
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