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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la fertili-
dad del semen congelado manualmente en el campo, inse-
minando ovejas vía laparoscópica, sobre el porcentaje de
gestación y parición en ovejas Corriedale. Se utilizaron
66 ovejas que se distribuyeron de la siguiente manera:
Época reproductiva (Mayo-Junio) G=I) 12 ovejas se sin-
croni/aron con dispositivos intravaginales (P4, 0.3 g) por
14días, G=2) 12ovejas con control de celo natural y ambos
grupos se inseminaron vía laparoscópica con semen con-
gelado 12 a 14 h post detección de celo, G=3) 12 ovejas
con celo natural se inseminaron con semen fresco en for-

ma convencional (grupo control). En la época no repro-
ductiva (Setiembre-Octubre) 30 ovejas se sincronizaron
con esponjas preparadas que contenían 50 mg de acetato
de medroxiprogesterona (MAP) por 14 días y se coloca-
ron 333.3 UI. de eCG al momento de remover las espon-
jas, la inseminación en ambos grupos se realizó a tiempo
fijo 52 a 56 h post remoción de la esponja, en el G= 1) 15
ovejas se inseminaron con semen congelado vía laparos-
cópica y G=2) 15 ovejas se inseminaron con semen fresco
diluido vía cervical que sirvió de grupo control. El diag-
nóstico de gestación se realizó a los 32 a 35 días post inse-
minación con ayuda de un ecógrafo Sonovet 600 con el
transcluctor lineal vía rectal con una frecuencia 5 MHz y
la parición se registró en el cuaderno de control. Los re-
sultados fueron los siguientes: En época reproductiva se
obtuvieron en el G= 1)de 12ovejas sincronizadas 9 (75.0%)
gestantes y 8 (66.6%) con parto, G=2) de 12 ovejas con
celo natural 8 (66.6%) gestantes y 7 (58.3%) con parto,
G=3) de 12ovejas control 9 (75.0%) gestantes y 8 (66.6%)
con parto. Época no reproductiva se obtuvieron en el G= 1)
de 15ovejas sincronizadas e inseminadas vía laparoscópi-
ca con semen congelado 10(66.6%) gestantes y 8(53.3%)
con parto, G=2) de 15 ovejas sincronizadas inseminadas
con semen fresco vía cervical 8(53.3%) gestantes y
7(46.6%) con parto. Ambos resultados de época repro-
ductiva y no reproductiva fueron sometidos a la prueba de
Chi-cuadrado donde no mostraron dependencia (P>0.05).
En conclusión, se puede usar el semen de carnero conge-
lado a campo para inseminar vía intrauterina en ovejas sin
reducir el porcentaje de gestación y parición en época re-
productiva y época no reproductiva.
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1. INTRODUCCIÓN

Los protocolos de sincronización de celo en ovejas han
sido desarrollados, utilizando dispositivos vaginales im-
pregnados con diversas progesteronas para suprimir tem-
poralmente el celo y la administración de gonadotropina
coriónica equina al momento de remover el dispositivo
vaginal con la finalidad de estimular la actividad ovárica
para proveer mayor ovulación (Perkins el al., 1996;
Donrov el al., 1998). La administración de progesterona
y eCG en la época de anestro y transición a la época repro-
ductiva inducen al estro de las ovejas, resultando con alta
fertilidad después de la inseminación artificial con semen
fresco vía cervical o congelado por laparoscopía (Zeleke
el al., 2005; Luther el al., 2007). Entre los recientes pro-
gresos en la congelación de semen de ovinos es la adición
de antioxidantes que previenen cambios en la membrana
de los espermatozoides y que esto mejora la fertilidad des-
pués de la inseminación cervical en las ovejas (Maxwell
and Watson, 1996). La congelación del semen en pajillas
de 0.25 m!, uso de diferentes dilutores. diferentes tiempos
de descongelado (70°C por 5 s, 50°C por 9 s, 35°C por
12 s). Posterior a una evaluación de laboratorio obtuvie-
ron motilidades del 52.2% a la descongelación y tasas de
no retorno después de la inseminación artificial del 58.8%
(Paulenz el al., 2004; Rodríguez-Gil et al., 2007). La ca-
pacidad fertilizante del semen congelado/descongelado se
mide en la hembra a través de la tasa de no retorno poste-
rior a la inseminación artificial y.la parición respectiva.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la fertili-
dad in vivo inseminando ovejas con semen congelado de
carneros, vía laparoscópica. El semen fue procesadoma-
nualmente en condiciones de campo. aplicando el proto-
colo que recomienda Heitland et al. (1996), quienes indi-
can que para la congelación de semen, es necesario utili-
zar dilutores y crioprotectores adecuados. manejar curvas
de enfriamiento, concentración de espermatozoides por
dosis, relleno de las dosis, curvas de congelación y la des-
congelación.

2. MATERIAL y MÉTODOS

2.1. Colección y congelación del semen
El semen fue colectado de 2 carneros de tres años de

edad de la raza Corriedale, de propiedad del Centro de
Investigación y Producción Chuquibambilla de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano. El semen fue colectado con vagi-
na artificial, con una frecuencia de dos veces por semana
durante los meses de abril y mayo del 2008. Solamente
los eyaculados que tenían rangos normales recomendados
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Fig. 3. SincronizaciónFig. 2. Congelación

(Evans and Maxwell, 1987), se procesaron, con motilidades
másales de 4 o 5 (de una escala de Oa 5), concentraciones
mayores a 3 x 109espermatozoides/ml, el dilutor se pre-
paró para una dilución de semen de 1: 4 (Tris 3.634 g,
glucosa 0.5 g, ácido cítrico monohidratado 1.990 g, yema
de huevo 15 g, glicerol 5 g, penicilina 100,000 D.I., es-
treptomicina 100 mg, agua destilada c.s.p. 100 mI).

Posterior a la colección los eyaculados en los viales
fueron colocados en baño María a 36°C dentro un vaso

con un volumen de 200 mI de agua, la dilución inicial se
realizó variando la proporción de 1:4 (Evans y Maxwell
1987) a la proporción de 1:l semen:dilutor (Gil et al.,
2003). Para el enfriamiento el vaso que contenía al vial
con semen pre-diluido fue colocado dentro una caja de
tecnopor que contenía bolsas congeladas junto a sus pare-
des (Fig. 1), donde la temperatura interna estuvo a O °C,
el enfriamiento del semen pre-diluido hasta 5 °C fue por
espacio de 2 a 2.5 h, cuando la temperatura de enfria-
miento alcanzó 12°C y para proseguir el ritmo de enfria-
miento aproximado de 0.3 °C por min, se colocó 1 g de
hielo cada 3 minoEstando la muestra a 5 °C se completo
la dilución con el resto de dilutor (3 mi), se dejó por 1 h
para la equilibración, seguidamente el semen se rellenó en
pajillas de 0.25 mI.

Para la congelación se adecuó el protocolo (Matsuoka
et al.. 2006) en el aparato de congelación de embriones
(Elsden, 1987) que tiene las siguientes características: Dis-
positi vo de acero con un diámetro 3.5 cm, altura 12 cm,
10 excavaciones alrededor de la parte circular con una
profundidad de 11.5 cm, en la parte central tiene una cre-
mallera donde se le coloca una vara con agujeros cada 0.5
cm que tiene la finalidad de graduar la altura bajando o
subiendo el dispositivo de acero dentro la boca del termo
(3 L). El enfriamiento del dispositivo se realizó en la boca
del termo donde se introdujo el dispositivo de acero hasta
estar en contacto la base con la superficie del nitrógeno
líquido. El enfriamiento del dispositivo fue monitoreado
con un termómetro termocupla tipo K (de -200°C a 1000
°C con una sensibilidad de 0.1 °c), hasta -120 °e. La
congelación de las pajillas se realizó introduciendo dentro
las excavaciones del dispositivo por espacio de 4 min y
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Fig4.
Detección de

celo

finalmente las pajillas congeladas se introdujeron dentro
el tanque de nitrógeno líquido para su almacenamiento
hasta su uso (Fig. 2).

2.2. Sincronización y detección de celo
Para el estudio fueron designadas 54 ovejas de la raza

Corriedale con experiencia de parto, las cuales se dividie-
ron 24 ovejas para sincronizar en la época reproductiva
(mayo-junio) y 30 para la época no reproductiva (setiem-
bre-octu bre).
1) En la época reproductiva 12 ovejas se sincronizaron
insertando en la vagina un dispositivo vaginal comercial
con 0.3 g de progesterona por 14 días (Fig. 3), a las 12
ovejas restantes se les controló el inicio de celo dos veces
por día en la mañana 6 a.m., tarde 5 p.m. por 30 min con
ayuda de 3 carneros vasectomizados (Fig. 4).
2) En la época no reproductiva el total de las ovejas (30)
fueron sincronizadas insertando en la vagina. esponjas pre-
paradas con 50 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP), al momento de remover las esponjas, se les admi-
nistró 333.33 V.I. de eCG vía intramuscular a estas ovejas
no se les realizó la detección del celo.

2.3. Inseminación artificial
La inseminación artificial intrauterina se realizó de 12

a 14 h posterior a la detección del celo en las ovejas de
época reproductiva y en las ovejas de época no reproduc-
tiva la inseminación se realizó a tiempo fijo 52 a 56 h
después de la remoción del dispositivo vaginal.

Las pajillas se descongelaron a 37°C por 30 S. Al ini-
cio de la inseminación la motilidad de los espermatozoi-
des de cada pajilla fue evaluada bajo un microscopio ópti-
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Fig. 8. Ubicación de cuernos Fig. 9.Aplicación de dosis

co a 400x, donde las pajillas que tenían un porcentaje de
motilidad progresiva subjetiva de aproximadamente el 50%
fueron usadas para la inseminación artificial (Matsuoka el
al.. 2006; Fukui el al., 2008).

La inseminación artificial intrauterina se realizó con

ayuda de un laparoscopio (Evans y Maxwel1, 1987) con
ciertas adecuaciones como se describe brevemente:

a) A las ovejas a inseminar se les puso en ayunas por
más de 14 h para reducir el contenido del rumen y vejiga,
b) se esquiló, razuró e higienizó un área de 100 cm2 de-
lante de la ubre, e) la oveja se colocó sobre una mesa con
una inclinación de 45° con la cabeza hacia abajo (fijada
por los miembros), d) se colocó un campo de plástico en
el área rasurada y en la piel se realizó la asepsia con solu-
ción de yodo, e) todo el material los trocares, telescopio
se mantenían en solución desinfectante entibiado, f) con
la punta de un bisturí se insidió la piel en lado izquierdo a
una distancia aproximada de 4 cm de la ubre y a 2.5 cm de
la línea media y posteriormente con la cánula y trocar
mayor se perforó la piel hasta llegar a la cavidad abdomi-
nal (con fuerza y con cuidado), g) se reemplazó el trocar
con el telescopio y se insufló aire en la cavidad abdominal
con ayuda de una bomba, para desplazar los intestinos y
con la luz del telescopio se divisó el útero, vejiga a veces
grasa. h) en el lado derecho de la línea media se incidió la
piel y parte de músculo con la punta del bisturí a un cen-
tímetro más bajo de la primera incisión (izquierda) y se-
guidamente con la cánula y trocar menor se perforaron
hasta llegar a la cavidad abdominal, i) el trocar menor se
reemplazó con la pinza para acomodar el útero retirar el
omento (grasa), j) la pajilla de semen descongelado se
acondicionó con una aguja 24G donde la punta se cortó a
7 mm de largo y la parte posterior de la aguja se acomodó
para que entre en la luz de la paji]]a, se armó en el aplicador
de semen de vacunos de tal forma que unos 5 mm de la

aguja sobresalía la punta de la funda, k) armado el aplicador
se introdujo por el interior de la cánula menor, la punta de
la aguja se dirigió hacia el cuerno uterino por encima de la
bifurcación, localizado el lugar se realizó una punción con
fuerza y con cuidado, se depositó la mitad de la dosis de
semen por presión del embalo del aplicador y de la misma
forma se realizó en el otro cuerno para depositar la otra
mitad de la dosis (Figs. 5, 6, 7, 8, 9).

2.4. Diagnóstico de gestación y parición
El diagnóstico de gestación se realizó entre los 32 a 35

días posteriores a la inseminación, con ayuda de un ecógrafo
(Sonovet 600), con un transductor lineal con una frecuen-
cia de 5MHz por vía rectal (Fig. 10). La parición de las
ovejas fueron registrados en el c-uaderno de control (Fig.
11).

2.5. Estadístico

El porcentaje de gestación y parición de las ovejas
inseminadas fueron analizados usando la prueba de Chi-
cuadrado.

3. RESULTADOS y DISCUSIÓN

En el grupo de las ovejas sincronizadas con dispositivo
intravaginal (0.3 g de progesterona) en la época reproduc-
tiva se controló el celo, donde el 100o/cde ovejas (] 2)
presentaron el inicio del celo a las 49.3:t3 h, posterior a la
remoción del dispositivo intravaginal. La respuesta de celo
del 100% en el presente estudio fueron comparados con
valores similares, con el mismo tipo de tratamiento y para
la misma época (Luther el al., 2007). Mientras existió una
pequeña discrepancia con el 97% de presentación de celo
tras la sincronización con dispositivos intravaginales con
progesterona más eCG, pero en la época de transición de
anestro (Zeleke el al., 2005). Esta pequeña diferencia es
debido a que el presente estudio se ]]evó acabo en época
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Fig. 10. Ecografia

reproductiva (mayo-Junio), factor que favoreció la pre-
sentación de celo en todas las ovejas en estudio.

El diagnóstico de gestación por ecografía entre lo 32 a
35 días post inseminación vía laparoscópica, en las ovejas
de la época reproductiva y no reproductiva no mostraron
diferencia estadística (Tabla 1 y 2). En estas gestaciones
se demuestra una similar eficiencia de la capacidad fertili-
zante del semen congelado en las ovejas Corriedale con
celo natural y sincronizadas con el dispositivo intravagi-
nal con 0.3 g de progesterona en la época reproductiva,
como también en las ovejas sincronizadas con esponjas de
MAP más eCG en la época no reproductiva.

Sin embargo comparando con reportes en la literatura,
el porcentaje de gestación en las ovejas sincronizadas con
el dispositivo intravaginal con 0.3 g de progesterona en la
época reproductiva fue del 75.0% (9/12) siendo superior
comparado al 44.4% (4/9) de gestación (Luther et al.,
2007) que utilizaron el mismo protocolo que en el presen-
te estudio, dicha diferencia se debe a que dichos autores
realizaron la inseminación vía laparoscópica a tiempo fijo
entre las 54 a 60 h post remoción del dispositivo intrava-
ginal y en cada cuerno depositaron 25 x 106 espermato-
zoidcs mótiles. Mientras que en el presente estudio la in-
seminación intrauterina se realizó 12 a 14 h después de la
detección del celo, próximo a la ovulación y en cada cuer-
no uterino se depositó aproximadamente 40 x106esper-
matozoides mótiles, factores que influenciaron el resulta-
do y corroborado por D' Alesandro et al., (2001), quienes
indican que la fertilidad en la inseminación con semen
congelado en ovinos es afectado por sobrevivencia a la
descongelación, concentración de espermatozoides, com-
posición de los dilutores.

Tabla 1
Porcentaje de gestación y parición en ovejas

inseminadas por laparoscopía en época reproductiva.

El porcentaje de gestación del 66.6% (10/15) en las
ovejas inseminadas vía laparoscópica en la época no re-
producti va del presente estudio, fue similar a los resulta-

Fig. 11. Crías

dos del 64.0 y 64.5% (Fukui et al.. 2002; Fukui et al..
2008), a pesar que los autores aplicaron una ligera varia-
ción para sincronizar las ovejas con esponjas y dispositi-
vos intravaginales de progesterona por 12 días y adminis-
trando 500 D.l. de eCG un día antes de remover los dispo-
sitivos e inseminaron a tiempo fijo de 40 a 52 h post re-
moción de los dispositivos intravaginales, depositaron 50
x 106 espermatozoides en cada cuerno con una motilidad
aproximada del 50%. Pero el 66.6% de gestaciones del
presente estudio fue superior al 54% de gestación (Perkins
et al., 1996), autores que aplicaron un similar protocolo
de sincronización con esponjas de 40 mg de flurogestone,
administraron 400 D.l. de eCG al momento de remover el

dispositivo e inseminaron vía laparoscópica a tiempo fijo
52 a 62 h posterior a la remoción de las esponjas, además
indican que la mitad de ovejas fueron inseminadas intrau-
terinamente en un solo cuerno, factor que afectó a sus
resultados.

Tabla 2.
Porcentaje de gestación y parición en ovejas

inseminadas por laparoscopía en época no reproductiva.
Ovejas Tipo Tipo Gestación Parición
insemi- insemi- semen % %
nadas nación

Tratamiento

El porcentajede parición para las dos épocas posterior
a la inseminación fueron similares estadísticamente (66.6
y 53.3%), después de la inseminación laparoscópica en
época reproducti va y no reproducti va respecti vamente, pero
hubo una disminución del 8.3 y 6.6% de pérdida embrio-
naria para la época reproductiva y no reproductiva respec-
tivamente. El porcentaje de parición del 66.6% (Tabla l.
lA en época reproductiva) fue ligeramente inferior al 69%
(King et al., 2004) quienes aplicaron un protocolo de
sincronización con progesterona por 12 días y 400 U.I de
eCG al remover el dispositivo, en época reproductiva en
ovejas de cruza Leicester, indican que la eCG que aplica-
ron, favoreció en la superioridad de parición en este estu-
dio, por activar más el ovario de las ovejas. Mientras que
en el presente estudio para sincronizar a las ovejas en la
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Ovejas Gestación Parición

Tratamiento inseminadas % %

Sincronizadas 12 9 (75.0) 8 (66.6)
Celo natural 12 8 (66.6) 7 (58.3)
Control 12 9 (75.0) 8 (66.6)

Sincronizadas 15 Laparos- Conge- 10(66.6) 8(53_3)
(P4 YeCG) cópica lado

Control
sincronizadas 15 Cervical Fresco 8(53.3) 7(46.6)

(P4 YeCG)
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época reproductiva sólo se utilizaron dispositivos de pro-
gesterona (0.3 g), con posterior detección de celo para la
inseminación vía laparoscópica.

Mientras que el porcentaje de parición producto de la
inseminación en la época no reproductiva del 53.3%, fue
menor al 64.0 y 64.5% (Fukui el al., 2002; Fukui el al.,
2008) respectivamente, con pariciones sin pérdida embrio-
naria, debido al manejo adecuado y alimentación que die-
ron durante la gestación en sus estudios respectivos (300 g
de concentrado diario), lo que no sucedió en el presente
estudio, donde las ovejas gestantes se mantuvieron hasta
la parición en pastos naturales y suplementación de ensilado
de alrededor de 1 kg por oveja por día un mes antes de la
parición, factor que afecto en la pérdida embrionaria y
por ende la disminución en la parición.

En conclusión el semen de carneros congelado manual-
mente en el campo, a la descongelación tuvo más del 50%
de motilidad progresiva subjetiva, la misma que insemi-
nando intrauterinamente vía laparoscópica produjo por-
centajes de gestación y parición similares a los resultados
del semen de carneros procesados con protocolos de con-
gelación en laboratorios especializados.
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