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RESUMEN

Efecto del momento de la Inseminacion Artificial con semen refrigerado
sobre la fertilidad en cabras anovulatorias tratadas con progesterona
inyectable y hCG
Por:

Ariadna Vanessa Alvarado Espino
Para obtener el grado de Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
Director de tesis: Francisco Gerardo Véliz Deras
El objetivo de este estudio fue determinar el tiempo éptimo de inseminacion
artificial (IA) con semen refrigerado (4-5 °C) en cabras en anestro tratadas con
progesterona (P4) mas un protocolo basado en gonadotropina coriénica humana
(hCG) administrado en un sistema semi-extensivo. Se utilizaron 72 cabras
multiparas en anestro de raza mixta (local x cabras lecheras) durante la
temporada no reproductiva (junio, 25 ° N). Se inyecto a las cabras 20 mg de P4
en adyuvante de aceite seguido de 100 Ul de hCG 24 h mas tarde. El dia de la
administracion de hCG (Dia 0), las cabras se asignaron aleatoriamente a cada
uno de los dos grupos de tratamiento. Las cabras del primer grupo (n = 37)
recibieron una IA a tiempo fijo (IATF) a las 48 y 60 h después de la inyeccion de
hCG, mientras que las cabras del segundo grupo (n = 35) recibieron una IATF a
las 60 y 72 h con semen frio diluido en leche descremada bovina ultra
pasteurizada. Las cabras se examinaron mediante ecografia transrectal (7,5

MHz) 45 dias después de la IA para determinar la tasa de prefiez. No hubo



diferencias significativas en la proporcion de cabras prefiadas inseminadas a las
48y 60 h (35.1%, 13/37) 060y 72 h (37.1%, 13/35) después de la administracion
de hCG (P> 0.05). Para concluir, los resultados del presente estudio indican que
el tiempo de IA con semen frio no afecté la tasa de prefiez en cabras tratadas

con un protocolo basado en P4 mas hCG durante el anestro.

Palabras clave: Semen refrigerado, anestro, fertilidad.
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ABSTRACT

Effect of the moment of Artificial Insemination with refrigerated semen on

fertility in anovulatory goats treated with injectable progesterone and hCG

By:
Ariadna Vanessa Alvarado Espino
To obtain the degree of Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

Thesis director: Francisco Gerardo Véliz Deras
The aim of this study was to determine the optimal time of artificial insemination
(Al) with chilled semen (4-5 °C) in anestrous goats treated with progesterone (P4)
plus human chorionic gonadotropin (hCG)-based protocol managed in a semi-
extensive condition. Seventy-two mixed-breed (local x dairy goats) anestrous
multiparous goats were used during nonbreeding season (June, 25° N). Goats
were injected with 20 mg of P4 in oil adjuvant followed by 100 IU of hCG 24 h
later. At the day of hCG administration (Day 0), goats were assigned randomly to
each of two treatment groups. Goats in the first group (n= 37) received a Fixed-
Time Al (FTAI) at 48 and 60 h after hCG injection whereas goats of the second
group (n= 35), received a FTAI at 60 and 72 h with chilled semen extended in
ultra-high skim milk. Goats were examined by transrectal ultrasonography (7.5
MHz) 45 days after Al to determine the pregnancy rate. There was no significant
differences in the proportion of pregnant goats inseminated at 48 and 60 h (35.1%,
13/37) or 60 and 72 h (37.1%, 13/35) after hCG administration (P > 0.05). To

conclude, the results of the present study indicate that the time of Al with chilled

vii



semen did not affect the pregnancy rate in goats treated with a P4 plus hCG-

based protocol during anestrus.

Key words: Refrigerated semen, anestrus, fertility.
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1. INTRODUCCION
La inseminacion artificial (IA) es una de las técnicas mas simples y de bajo costo
utilizadas en la cria de animales para mejorar el progreso genético y el
rendimiento productivo (Nunes y Salgueiro 2011). Sin embargo, en las cabras las
principales limitaciones para la adopcion generalizada de IA en las granjas son
las tasas de fertilidad variables después de la inseminacion con semen congelado
y descongelado, asi como la necesidad de la deteccién del estro (Holtz et al.,

2008; Martemucci y D’Alessandro 2011).

La criopreservacion de semen permite el almacenamiento a largo plazo y la
dispersion internacional de gametos de machos genéticamente superiores,
disociando el tiempo entre la recoleccién y el momento de la 1A (Leboeuf et al.,
2000). Sin embargo, la fertilidad obtenida después de la IA por via cervical con
semen congelado / descongelado es baja (Sohnrey y Holtz 2005). El uso de
semen fresco produce mejores tasas de prefiez que las reportadas con el uso de
semen congelado / descongelado (Ritar y Salamon 1983; Karatzas et al., 1997)
pero, la viabilidad de los espermatozoides es corta, limitando su uso a los
primeros 30 a 60 min después de la recoleccion (Ritar 1993). Una alternativa es
el uso de semen refrigerado a 4-5 °C diluido en leche descremada bovina ultra
pasteurizada (Mara et al., 2007; Gororo et al., 2019). La baja temperatura reduce
el metabolismo de los espermatozoides y prolonga su vida util, lo que permite
aumentar el uso de semen durante al menos 12 a 24 h después de la recoleccién
con tasas de fertilidad aceptables (Roca et al., 1997; Leboeuf et al., 2004; Mara

et al., 2007) simplificando y reduciendo el trabajo en la recoleccion del semen y



la IA favoreciendo su implementacion en las granjas caprinas (Gororo et al.,

2019).

Por otro lado, los programas de sincronizaciéon de la actividad estral y la ovulacion
gue permiten la IA a tiempo fijo (IATF) pueden ayudar a superar los desafios
asociados con la deteccion del estro ya que tanto el trabajo como el tiempo para
inseminar a las cabras se reduce (Menchaca y Rubianes 2004). Ademas, estos
tratamientos se pueden aplicar en cabras en anestro, adelantando la temporada
de reproduccion, acortando la duracién del periodo de cria y aumentan el
rendimiento reproductivo (Sen y Onder 2016). Sin embargo, para establecer un
programa de IATF exitoso, es importante conocer el momento, la frecuencia y la
sincronia de la ovulacion después del tratamiento, ya que el tiempo de la IA puede
variar segun el tratamiento y el tipo de semen utilizado (Martemucci y
D’Alessandro 2011).

El uso de progesterona inyectable mas la aplicacion de gonadotropina coridénica
humana (hCG) 24 h después ha sido utilizado para la IATF en cabras en anestro
tanto multiparas como en nuliparas usando semen fresco (Alvarado-Espino et al.,
2019). Con este tratamiento se logra una tasa de prefiez mayor al 50% luego de
la IATF 60 h de la aplicacion de la hCG en cabras bajo un sistema de produccién
intensivo y del 30% en hembras en un sistema extensivo. Sin embargo, el tiempo
optimo de la IATF después de aplicar este tratamiento inyectable basado en P4
mas hCG asociado con semen refrigerado aun no se ha evaluado en cabras.

Debido a lo anterior es que decidimos realizar el presente trabajo.



1.1. HIPOTESIS

El momento de la inseminacion artificial con semen refrigerado no afecta la tasa

de prefiez en cabras en anestro tratadas con P4 inyectable y hCG.

1.2. OBJETIVO

Comparar la fertilidad en cabras en anestro tratadas con un protocolo a base de
P4 inyectable mas hCG inseminadas a tiempo fijo (IATF) 48y 60 h o 60y 72 h
después de la administracion de la hCG con semen refrigerado (5 °C) en un

sistema semi-extensivo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del ganado caprino en México
Las cabras fueron la primera especie domesticada como ganado hace
aproximadamente 8000 afios A.C., en el territorio que hoy ocupan los paises de
Iraq e Irdn (Hatziminaoglu y Boyazoglu, 2004). Durante siglos, los humanos han
utilizado a las cabras para obtener leche, carne, fibras y pieles bajo diferentes
condiciones, por lo que tienen gran importancia a nivel mundial debido a su
contribucibn econdémica en las areas rurales de los paises en desarrollo,
contribuyendo de manera sustancial al mantenimiento de las familias (Dubeuf et
al., 2004).
Las primeras cabras llegaron a America hace ya mas de 400 afos, este ganado
se adapto muy bien en el territorio nacional (SIAP, 2018). La crianza del ganado
caprino en Mexico, se destina para la produccion de carne para venta y consumo,
asi como también para la produccion de leche. En la actualidad México cuenta
con aproximadamente 8.7 millones de cabras, existiendo una disminucion en el
inventario nacional desde el 2004 (SIAP, 2018).

2.2. Ciclo estral
Las cabras son animales poliestricos estacionales, es decir, presentan actividad
estral solo durante una época especifica del afio. En regiones templadas la
actividad estral inicia al final del verano y continua hasta el final del invierno

(Amoah et al., 1996).

En la region arida del norte de Mexico, especificamente en la Comarca Lagunera

(26 °N) la temporada de reproduccion varia desde finales de julio hasta principios



de febrero, con una temporada de anestro desde fines de febrero hasta principios
de junio (Luna-Orozco et al.,, 2012). Sin embargo, algunas cabras pueden

reproducirse todo el afio (Mellado et al., 2014).

El ciclo estral consiste en todos los cambios morfoldgicos y fisiolégicos en los
ovarios y el tracto genital que conducen a la expresion del estro o celo (fase de
receptividad a los machos), la ovulacién y la preparacién del tracto genital para
la copula, la fertilizacién y la implantacion de embriones (Fatet et al., 2011). Este
patrén ciclico de la actividad sexual se alcanza durante la pubertad, que en la
hembra se refiere a la edad en la que se presenta el estro por primera vez

(Greyling, 2000).

En la cabra la duracién del ciclo estral es de 21 dias pudiendo variar de 18 a 22
dias dependiendo de la raza, el medio ambiente y la temporada reproductiva

(Rahman et al., 2008).

El ciclo estral se puede dividir en fases: la fase folicular que dura entre 4 y 6 dias
y la fase lutea de aproximadamente 15 dias (Rahman et al., 2008; Fatet et al.,
2011). La fase folicular comprende desde la lisis del cuerpo luteo (luteolisis) hasta
el momento de la ovulacion. Durante la fase folicular uno o mas foliculos de un
grupo comienzan a crecer hasta convertirse en dominante y ovular mientras que
el resto de los foliculos se atresia. Luego de la ovulacion, el foliculo ovulatorio se

transforma en el cuerpo lateo (CL) dando inicio a la fase lutea (Forde et al., 2011).

La regulacion hormonal del ciclo estral estd gobernada por el eje hipotdlamo-

hipdfisis-gonadas (HHG; También llamado eje gonadotropico). El hipotalamo,



sintetiza y libera la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH
estimula la secreciéon de las hormonas gonadotrofas: La hormona Foliculo
Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH). Ambas hormonas son
secretadas por la hipdfisis anterior o adenohipofisis y liberadas al torrente
sanguineo para alcanzar su érgano blanco que es el ovario. En el ovario, la FSH
estimula el crecimiento de un grupo de foliculos de los cuales uno o mas
alcanzaran la fase de dominancia y eventualmente ovular. Por su parte la LH es

la encargada del crecimiento final de los foliculos preovulatorios y de la ovulacion.

Cuando los foliculos comienzan a crecer empiezan a producir 173-estradiol (E2).
Las concentraciones de E2 comienzan a aumentar lo que induce la aparicion el
estro y estimula el pico preovulatorio de la LH (Llewelyn et al., 1993). Este pico
preovulatorio de LH es el responsable de la ovulacion que ocurre 22-26 h
después del pico preovulatorio de LH o bien hacia el final del estro. Tras la
ovulacion, la LH transforma a las células del foliculo (células de la teca y
granulosa) en el CL el cual produce y secreta P4, esencial para el establecimiento
y mantenimiento de la gestacion (Fatet et al., 2011). Conforme avanza el ciclo
estral, el cuerpo lateo comienza a crecer y las concentraciones sanguineas de
P4 aumentan (Medan et al., 2003). Cuando los niveles de P4 son altos, bloquean
la secrecion pulsatil de LH por lo que no ocurren ni el estro ni la ovulacion
(Llewelyn et al., 1993; Caraty y Skinner, 1999). Alrededor del dia 8-9 del ciclo el
tamafo del CL asi como los niveles sanguineos de P4 alcanzan su maximo nivel
y permanecen constantes hasta el dia en que comienza la regresién del cuerpo

luteo (de Castro et al., 1999).



Sila cabra queda gestante, el embrion previene la regresion del CL y, por lo tanto,
el CL y los niveles sanguineos de P4 permanecen elevados durante toda la
gestacion hasta el momento del parto; si no, el cuerpo Iiteo regresa y la P4
comienza a descender (Niswender et al., 2000). La regresion del cuerpo luteo o
luteolisis inicia aproximadamente el dia 15 del ciclo estral y es provocada por la
accion de la prostaglandina F2a (PGF2a) la cual es secretada por el Utero (de

Castro et al., 1999), dando lugar a un nuevo ciclo estral.

2.2.1. Dinamica folicular
El crecimiento de los foliculos ocurre en forma de oleadas (Rubianes y Menchaca,
2003). El numero de oleadas u ondas foliculares durante un ciclo estral es en
promedio de cuatro, pero puede variar de 2 a 5 (Rubianes y Menchaca, 2003). El
intervalo entre una oleada y otra es de 4 a 6 dias y el surgimiento de la primera
oleada folicular generalmente coincide con la ovulacion (Ghinter y Kot, 1994; de

Castro et al., 1999; Medan et al., 2003; Rubianes y Menchaca, 2003).

Una oleada se caracteriza por la secuencia de tres eventos en el crecimiento
folicular dependientes de gonadotropinas conocidos como reclutamiento,
seleccién y dominancia (Driancourt, 2001). El reclutamiento o emergencia ha sido
definido como el crecimiento sincronizado de un grupo de foliculos antrales de 2-
3 mm de diametro estimulado por un aumento en las concentraciones de la FSH
(Medan et al., 2003). A este punto, todos los foliculos son dependientes de FSH
y tienen el mismo potencial de ovular; sin embargo, solo uno (o dos) seran
seleccionados y se convertirdn en el foliculo dominante (Driancourt, 2001). El

foliculo seleccionado continta creciendo por accion de la LH convirtiéndose en



el foliculo dominante mientras que el resto de los foliculos se atresian (Ginther,
2016). Si esto sucede durante la ultima oleada del ciclo estral o durante la
luteolisis del cuerpo luteo, el foliculo dominante ovulard; si no, también se atresia
y surgird una nueva onda folicular (Menchaca y Rubianes, 2004; Gonzalez-

Bulnes et al., 2005).

2.3. Estacionalidad reproductiva
Como se menciondé anteriormente, la actividad reproductiva de las cabras es
estacional y tanto el inicio como la duracion de la estacion reproductiva depende
de diversos factores como la latitud, el clima, la raza, el estado fisiolégico, la
presencia del macho y principalmente el fotoperiodo (Fatet et al., 2011). La
estacionalidad reproductiva es un mecanismo de adaptacion que permite a los
mamiferos reproducirse en la época del afio mas adecuada para la supervivencia

de las crias (Bronson, 2009).

En cabras originarias o adaptadas a latitudes templadas >30° latitud norte o sur,
la estacion reproductiva comienza a finales del verano y continua durante todo el
otofio y el invierno (Amoah et al., 1996; Chemineau et al., 2008). En las latitudes
subtropicales, algunas cabras presentan un patron estacional (Duarte et al.,
2008) mientras que otras pueden ciclar durante todo el afio (Mellado et al., 2014).
Asi mismo, las cabras con presencia o ausencia del macho y el nivel de nutricién
pueden acortar o alargar el intervalo entre el anestro y la época reproductiva (De

Santiago-Miramontes et al., 2009).



2.4. Tratamientos hormonales

Los tratamientos hormonales son ampliamente utilizados para controlar la
actividad reproductiva en pequefios ruminates (Abecia et al., 2012). Desde su
desarrollo en 1970 hasta el dia de hoy, el uso de esponjas intravaginales
impregandas con progestagenos mas eCG es el tratamiento mas utilizado para
indicir y sincronizar el estro y la ovulacion en cabras y en particular durante el
periodo de anestro (Abecia et al., 2012). Posteriormente se desarrollaron otras
formas de administrar la P4 como los implantes subcutaneos (Rowe et al., 1989)
y los dispositivos intravaginales hechos de silicon que pueden ser desinfectados
y reutilizados sin afectar en la fertilidad (Vilarifio et al., 2011). La duracién de los
tratamientos va de 5 a 11 y la aplicacién de la eCG se realiza ya sea dos dias
antes o al momento de retirar la fuente de P4 (Vilarifio et al., 2011; Pellicer-Rubio
et al., 2016). Algunos autores recomiendan administrar GnRH 24 h después de
retirar la esponja para mejorar la sincronizacion de la ovulacion o sustituir la eCG

por FSH o hCG (Pierson et al., 2003; Fonseca et al., 2017).

Con este tratamiento, las cabras presentan celo aproximadamente 24-32 h mas
tarde y la ovulacion ocurre 50 a 70 h después de finalizar el tratamiento (Freitas
et al., 1997; Menchaca et al., 2007; Zarazaga et al., 2014). La IATF se realiza 45
a 60 h después o antes de que ocurra la ovulacion (Ritar et al., 1990). De esta
forma se asegura que cuando la ovulacion ocurra, hay suficientes
espermatozoides en el sitio de la fecundacion listos para fecundar al évulo. De lo
contrario, si la IA se realiza justo al momento o después de la ovulacién es

probable que el ovocito envejezca afectando la fecundacion y el desarrollo
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embrionario posterior, lo que conlleva a una disminucion de la fertilidad (Saacke

et al., 2000).

Estudios recientes mencionan que la aplicacién de una sola dosis de P4 por via
IM seguida 24 h después por una dosis de 100 Ul de hCG genera una buena
respuesta estral y sincronizacion de la ovulacidén en cabras en anestro (Alvarado-
Espino et al., 2016; Rodriguez-Martinez et al., 2018). Con este tratamiento las
cabras presentaron celo 48-60 h después de la aplicacion de la hCG y ovularon
en un periodo de 24 h. De acuerdo con Alvarado-Espino et al., (2019) la IATF con
semen fresco debe realizarse 60 h después de la aplicacién de la hCG. En cabras
bajo condiciones de manejo intensivo la fertilidad obtenida fue del 50% tanto en
cabras multiparas como nuliparas, sin embargo, bajo condiciones de manejo

extensivo la fertilidad fue menor al 30% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tasa de prefilez y numero de embriones obtenidos en cabras
multiparas y nuliparas sincronizadas con una sola inyeccion de 20 mg de
progesterona mas 100 Ul de gonadotropina coridnica humana (hCG) y sometidas
a inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) durante la temporada no reproductiva

(Alvarado-Espino et al., 2019).

Sistema de Prefiez/cabras No. embriones/cabras
produccion intensivo tratadas prefiadas
No. partos
Multiparas 42.8% (48/112)2 1.7 £0.52
Nuliparas 53.6% (22/41)2 1.6 £0.52
Momento IATF
60 h 55.6% (44/79)2 1.6 +£0.52
72 h 35.1% (26/74)° 1.7 + 0.52
Interaccién _ _
partos*IATF P=NS P=NS
Sistema de Prefiez/cabras No. embriones/cabras
produccion extensivo tratadas prefiadas
No. partos
Multiparas 29.4% (25/85)2 1.7+0.52
Nuliparas 21.3% (13/61)2 1.5+ 0.5°
Momento de IATF
60 h 29.4% (23/78) 1.7 £0.42
72 h 22.0% (15/68)2 1.7 + 0.52
Interaccion _ _
partos*IATF P=NS P=NS

NS= No significativo P>0.05
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2.5. Inseminacion artificial

Las técnicas de reproduccion asistida como la IA son utlizadas en la
reproduccion animal para promover un uso eficiente del germoplasma para el
mejoramiento genético tanto en animales de compafia como en animales de
produccion (Sathe, 2018). En cabras, la IA ha estado disponible desde la década
de 1960. El semen utilizado para la IA puede ser fresco, refrigerado o congelado
y las técnicas son la vaginal, cervical y laparoscépica (Cseh et al., 2012). El
empleo de una técnica por otra dependerd de varios factores como el tipo de
semen utilizado, el equipamiento o la habilidad del técnico (Cseh et al., 2012;

Sathe, 2018).

2.5.1. Preservacion del semen
El semen fresco es el mas adecuado cuando el macho se encuentra en la granja
y en especial durante la época de reproducciéon cuando la produccion y calidad
del semen se encuentran en su punto maximo (Baldassarre y Karatzas, 2004).
Cuando se utiliza fuera de la época de reproduccion puede ser necesario tratar a
los machos con Testosterona para mejorar la libido y la produccion y calidad
espermatica (Angel-Garcia et al., 2015). Una vez recolectado, el semen se diluye
con leche de vaca descremada ultrapasteurizada a una temperatura de 30 °C y

se debe utilizar dentro de los siguientes 30 o 60 min luego de la recoleccion.

El semen almacenado a 4-5 °C (refrigerado) puede prolongar la vida atil de los
espermatozoides y su habilidad fecundante (Gororo et al., 2019). Los métodos
empleados para diluir y almacenar el semen varian de un lugar a otro, pero el

método mas utilizado consiste en diluirlo con leche descremada UTH o medios a
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base de TRIS-citrato-Fructosa con yema de huevo (Mata-Campuzano et al.,
2015). Luego, la temperatura se baja gradualmente a razon de 0.25 °C por min
hasta alcanzar los 4-5 °C. Bajo estas condiciones la viabilidad de los
espermatozoides se extiende de 12 a 24 h (Leboeuf et al., 2004). Asi, el semen

puede ser recolectado en un lugar y transportado a otro durante este periodo.

El semen congelado tiene claras ventajas en el tiempo de almacenamiento y la
distribucion. ElI semen normalmente se diluye con medios que contienen yema
de huevo, TRIS, fructosa, glicerol y antibiéticos (Barbas y Mascarenhas, 2009).
Una vez diluido, la temperatura del semen se baja a 4-5 °C, se envasa en pajillas
de 0.25 o0 0.5 mL y se congela en nitrégeno liquido a -196 °C (Leboeuf et al.,
2000). Sin embargo, la criopreservacion disminuye significativamente la
viabilidad de los espermatozoides afectando seriamente la fertilidad luego de la

IA (Nordstoga et al., 2010).

2.5.2. Técnicas de IA
La IA por via vaginal es la méas simple de todas. Esta consiste en la introduccion
de la pipeta de IA con la dosis de semen hasta el fondo de la vagina y una vez
ahi se deposita el semen (Nordstoga et al., 2010). Si bien esta técnica es facil y
rapida, la fertilidad es de aceptable a pobre (30-50%) recomendandose emplearla
especialmente con semen fresco y en cabras inseminadas a celo visto con un

numero de espermatozoides por inseminacién de 400x108 (Cseh et al., 2012).

La IA cervical es una de las mas utilizadas en cabras ya que a diferencia de la
oveja, en las cabras el cervix no es tan tortuoso y en algunas hembras se puede

depositar el semen en el Utero por esta via. Para esta técnica es necesario utilizar
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un vaginoscopio con luz para localizar la entrada del cérvix y depositar la dosis
de inseminacion, lo que incrementa la tasa de concepcion (Paulenz et al., 2005).
La inseminacion cervical puede utilizarse con semen fresco o congelado con

tasas de concepcion del 40-80% (Cseh et al., 2012),

Finalmente, la IA por laparoscopia permite la colocacion del semen directamente
en el utero. La fertilidad luego de la inseminacién por laparoscopia es de entre el
60y el 80% incluso con semen congelado (Ritar et al., 1990). Ademas, es posible
reducir la cantidad de espermatozoides por inseminacién maximizando el nimero
de cabras inseminadas por eyaculado (Ritar et al., 1990). Sin embargo, la
principal desventaja de esta técnica es el equipamiento y que se requiere

entrenamiento quirdrgico para realizarla (Sathe, 2018).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Sitio de estudio, animales y manejo

Este estudio se realiz6 en el norte de México durante la temporada no
reproductiva (junio, 25 ° N). Se utilizaron 72 cabras multiparas multirraciales. Al
inicio del experimento todas las cabras se encontraban en anestro, el cual se
determindé por la ausencia de cuerpo liteo mediante dos examenes de
ultrasonido por via transrectal (Aloka SSD 500, Tokyo, Japén; Transductor 7.5
MHz). Los ultrasonidos se realizaron con ocho dias de diferencia entre ellos con
el segundo justo antes de comenzar el experimento. Las cabras tenian una
condicion corporal de 2.8 £ 0.3 (media + DE; escala 1-5, Atasever et al., 2015) y
pesaban 45.2 + 7,2 kg. Durante el estudio, las cabras fueron pastoreadas por el
propietario en un agostadero donde predominaban la gobernadora (Larrea
tridentata), mezquite (Prosopis glandulosa), acacia (Vachellia farnesiana), pastos
(como Bouteloua gracilis y B. curtipendula) y ocasionalmente en residuos de
cultivos como maiz (Zea mays L.) y sorgo (Sorghum spp.) durante
aproximadamente 8 h diarias. Por la noche, las cabras se alojaban en corrales y
recibian sal mineral y agua ad libitum. Las cabras fueron ordefiadas a mano todos
los dias por la mafana y se les ofrecia un concentrado (150 g animal x animal.
Todos los animales estaban en buen estado de salud y todos los procedimientos
estaban en estricta conformidad con las pautas aceptadas para el uso ético, el

cuidado y bienestar de los animales de investigacion (NAM, 2002; FASS, 2010).
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3.2. Disefo experimental

Las cabras fueron tratadas con un protocolo a base de P4 inyectable mas hCG
(Alvarado-Espino et al., 2019). Se inyecto a las cabras con 20 mg de P4 disuelta
en un adyuvante oleoso (0.4 mL / cabra, Progesterona, Zoetis, México), mas 100
Ul de hCG (0.1 mL / cabra, Chorulon, Intervet, México) 24 h después. Ambas
hormonas se administraron por via intramuscular en la mafana. El dia de la
administracion de la hCG (Dia 0), las cabras fueron asignadas aleatoriamente a
cada uno de los dos grupos de tratamiento de acuerdo a condicion corporal como
parte del procedimiento de aleatorizacion para minimizar la confusion de esta
variable entre tratamientos. Las cabras del primer grupo (n = 37) recibieron una
IATF a las 48 y 60 h después de la inyeccién de hCG, mientras que las cabras
del segundo grupo (n = 35) recibieron una IATF a las 60 y 72 h con semen frio
sin deteccion de estro para ninguno de los grupos. En la Figura 1 se muestra un

esquema del disefo experimental.
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IATF 48+60 h
US/Anestro I b
P4 hCG é Vl TF el US/TO US/PR
o O—o—o—» o—// o
-8 -1 0o 1 2 3 10 45
+ 41
pm am pm
Grupos: Extraccion de semen,
TATF 48460 h [n=21] evaluacion, y dilucion.
TATF 60+72 h [n= 18] Temp: 4-5°C
Machos: n=2

Fig. 1. Esquema experimental. Las cabras fueron tratadas con un protocolo a
base de P4 inyectable mas hCG. US = Ultrasonido. IATF = Inseminacién Atrtificial

de Tiempo Fijo. PR = tasa de prefiez.

3.3. Recoleccion de semen, evaluacion y dilucion

Para la IA, se utilizé el semen de dos machos caprinos Alpino-Francés y de un
macho Toggenburg de fertilidad probada. Los machos estaban alojados en la
Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro-Unidad Laguna,
(aproximadamente a 45 min de la granja caprina donde se llevé a cabo la IATF).
La recoleccion del semen se realizo entre 6 y 16 h antes de la IA mediante una
vagina artificial y una cabra en estro. La cabra fue tratada con 20 mg de P4 mas
0.2 mg de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ourofino, Brazil) 48 h después. El
semen se recolecto en unos tubos de 15 mL y cada eyaculado se evalud
inmediatamente después de la recoleccion. Se evalu6é el volumen (mL), la
concentracion espermatica (SDM 1, Minitube ®, Alemania), la motilidad en masa

en una escala de 6 puntos (0= no movimiento; 5= numerosas olas rapidas; David
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et al., 2015), y la viabilidad (%) mediante la tincion de eosina-nigrosina. Las
evaluaciones se realizaron siempre por el mismo técnico y solo se usaron las
eyaculaciones que tenian un volumen = 0.5 mL, una motilidad en masa = 3
(escala 0-5) y unaconcentraciéon = 2500x10° espermatozoides por mL. Después
de la evaluacion, el semen se mantuvo en un bafio maria a 30 °C durante 5-10
minutos hasta la dilucion. La dilucién del semen se realiz6 con leche descremada
bovina ultra pasteurizada en un solo paso para obtener una concentracién final
de 800x10% por mL (Mara et al., 2007). Posteriormente, los eyaculados se
transfirieron en un bafio maria (30 °C) al refrigerador y se enfriaron lentamente a

0.25 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 4-5 °C.

3.4. Inseminaciéon Artificial

El semen de cada macho fue transportado en una caja de espuma de poliestireno
en condiciones refrigeradas (4-5 °C) a la granja. En el momento de la IATF, el
semen se cargo en pajillas francesas de 0.25 ml que contenian 200 x 10°
espermatozoides y el semen de los machos se distribuy6 de manera homogénea
para la inseminacion en ambos grupos. La inseminacion cervical se realizé con
la ayuda de vaginoscopio tubular equipado con una fuente de luz y un catéter 1A
ovino-caprino (IMV, Francia). Las cabras fueron levantadas por sus extremidades
posteriores y el semen se depositd en el orificio cervical externo. Para evitar

sesgos, todas las inseminaciones fueron realizadas por el mismo técnico.
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3.5. Diagnostico de preiez

Para determinar la tasa de prefiez, las cabras fueron examinadas por
ultrasonografia transrectal (7.5 MHz, Aloka SSD 500, Tokio, Japon) 45 dias
después de la IATF. La prefiez de las cabras fue confirmada por la presencia de
al menos un feto viable y sus membranas extraembrionarias (Padilla-Rivas et al.,

2005).
3.6. Andlisis estadistico

La tasa de prefiez se analiz6 mediante regresion logistica utilizando GENMOD
con el enlace logit (SAS Institute Inc., Cary, NC). Se considerd una diferencia

significativa entre los grupos de tratamiento cuando P < 0.05.
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4, RESULTADOS

Los resultados se resumen en el cuadro 2. No hubo diferencias significativas en
la proporcién de cabras prefiadas en el dia 45 después de la IATF con semen
refrigerado alas 48 hy 60 h o 60y 72 h después de la administracién de hCG (P

> 0.05).

Cuadro 2. Tasa de prefiez obtenida en cabras en anestro tratadas con un
protocolo basado en progesterona inyectable mas hCG e inseminadas a tiempo

fijo (IATF) con semen refrigerado en un sistema semi-extensivo (25° N).

IATF 48y 60 h IATF60y 72 h Valor P

Tasa de prefiez (%) 13/37 (35.1) 13/35 (37.1) 0.85
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5. DISCUSION

Los resultados indican que el momento de la de la IATF con semen refrigerado a
4-5 °C no afecto la tasa de prefiez en cabras en anestro tratadas P4 inyectable

mas hCG manejadas en un sistema de pastoreo semi-extensivo.

Estudios recientes indican que la aplicacién de una dosis de P4 seguida de hCG
son suficientes para inducir y sincronizar el estro y la ovulaciébn en cabras
multiparas y nuliparas anovulatorias en un corto periodo de tiempo, lo que

permite la implementacion de la IATF (Alvarado-Espino et al.,2019).

En el presente estudio, la tasa de prefiez después de la IATF alas 48y 60 h o a
las 60 y 72 h después de hCG con semen refrigerado fue similar (Tabla 1). La
tasa de prefiez similar obtenida en ambos grupos, independientemente del
momento de la IATF, podria deberse a que en ambos grupos la IA se realizé
cuando las cabras estaban en celo y antes de la ovulacion y/o por un aumento
en el numero de espermatozoides viables disponibles en el sitio de fertilizacion

por las dos IATF (Martemucci y D’Alessandro, 2011).

La tasa de fertilizacion depende del tiempo 6ptimo entre la 1A y la ovulacion en
relacion con momento de la ovulacion y la viabilidad de los ovocitos y
espermatozoides en el aparato genital de la hembra (Leboeuf et al., 2000). Para
obtener tasas de fertilidad mas altas, la IA debe realizarse antes del tiempo
esperado de ovulacién (Ritar et al.,, 1990; Martemucci y D’Alessandro 2011).
Aunque en este experimento no se realizé la deteccion del estro o la ovulacion a

las cabras, estudios previos indican que en cabras tratadas con este protocolo el
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inicio del estro ocurre entre 48 y 60 h después de la administracion de hCG y
ovulan 24-36 h mas tarde (Alvarado-Espino et al., 2016; Rodriguez-Martinez et
al., 2018). De acuerdo con esto, es probable que en la mayoria de las hembras
de ambos grupos al menos una IATF se haya realizado antes o alrededor del
tiempo esperado de ovulacion, favoreciendo la capacitacidon espermatica y un

reservorio de espermatozoides en el sitio de fertilizacion (Hawk 1983).

Los resultados de las tasas de prefiez después de la inseminacion simple o doble
son contradictorios. Algunos estudios reportan un aumento en la fertilidad al
realizar una segunda IA con semen fresco o congelado/descongelado (Ritar y
Salamon 1983; Karatzas et al., 1997). Por el contrario, en otros estudios se
informa que la fertilidad después de una IA con un total de 200 millones de
espermatozoides fue similar a la obtenida con dos IA en cabras lecheras
sincronizadas con P4 y eCG (Corteel et al., 1988), o en cabras IA después del
estro natural (Nordstoga et al., 2010). Es probable que las ventajas realizar una
segunda IA dependen del momento de la IA en relacion con la ovulacién, la
sincronia de la ovulacion en las cabras después del tratamiento o relacionadas
con bajas tasas de deteccion de celo (Roca et al., 1997; Nordstoga et al., 2010).
Dado que, en el presente estudio, las cabras en ambos grupos fueron
inseminadas dos veces, es necesario realizar mas estudios para determinar si

una IA con semen frio es suficiente para tener tasas de prefiez similares.

En el presente estudio, la tasa general de prefiez (36.1%) es consistente con las
reportadas previamente en cabras tratadas con este mismo tratamiento de

sincronizacion del estro (Alvarado-Espino et al., 2019), o tratadas con esponjas
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intravaginales y eCG (Mehmood et al., 2011; Arrebola et al., 2012) inseminadas
con una dosis de 200x10° espermatozoides de semen fresco o refrigerado bajo
condiciones de manejo extensivas o semi-extensivas. En estos estudios, la tasa
de fertilidad vario entre el 26% y el 35.1%. Esta fertilidad es considerablemente
menor a la obtenida en cabras bajo sistemas de manejo intensivo donde la
fertilidad llega a ser superior al 50% (Vilarifio et al., 2011; Arrebola et al., 2012;
Alvarado-Espino et al., 2019). En el norte de México, las bajas tasas de
reproduccién son comunes en las operaciones de cabras (Mellado et al., 2004).
Uno de los principales factores que pueden contribuir a las bajas tasas de
fertilidad en este tipo de sistema marginal de produccién es que las cabras son
propensas a tener un bajo nivel de nutricion impactando negativamente en la
fertilidad (Mellado et al., 2004; Alvarado-Espino et al.,2019). Ademas, la nula o
escasa sanidad y programas de vacunacion y desparasitacion aunado al mal
manejo de los animales son otros factores que contribuyen a la baja fertilidad en

estos sistemas de produccion (Nordstoga et al., 2010; Arrebola et al., 2012).
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6. CONCLUSION

Los resultados del presente estudio indican que la fertilidad en cabras tratadas
con P4 inyectable mas hCG durante el anestro fue similar independientemente
del momento de la IATF con semen refrigerado (IATF alas 48y 60060y 72 h
después de la hCG). Estos resultados podrian tener importantes implicaciones
en los programas de IA aplicados en sistemas extensivos y semi-extensivos para
el mejoramiento genético de las cabras. Sin embargo, se requieren mas
investigaciones para aumentar la fertilidad después de la IA en cabras en

condiciones de manejo extensivas y semi-extensivas.
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