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RESUMEN

La aplicacion en ovino de diferentes técnicas reproductivas pasan por el conocimiento
de la actividad ovarica y su control fisiologico. En la raza ovina Guirra la creacion de un
banco de germoplasma permitiria garantizar este recurso genético Unico en la
Comunidad Valenciana, ya que este tipo de bancos pueden mantener la variabilidad
genética de una especie indefinidamente. Por ello, los esfuerzos han de centrarse en
conocer la fisiologia reproductiva de esta especie y en caracterizar su ciclo estral ya
gue el conocimiento de la dinamica ovarica de esta raza nos permitira ajustar un buen
esquema de sincronizacion y superovulacién para la obtencion de embriones. Para
estudiar la actividad ovérica se utilizaron 12 ovejas con una condicién corporal
semejante. A lo largo de todo el afio se extrajeron 3 veces por semana muestras de
sangre de todos los animales. Se determind la concentracion de progesterona
mediante el uso de fluorometria a tiempo-resuelto. El andlisis de los datos nos muestra
que la actividad ciclica de esta raza se extiende desde el mes de julio hasta el mes de

febrero, y que presenta un anestro estacional a partir de marzo hasta el mes de junio.



INTRODUCCION

La raza ovina Guirra (Sudat o Roja Levantina) es la Unica oveja autdctona de la
Comunidad Valenciana. De origen africano, ha dado lugar a una peculiar raza con
capa de color rojizo (Unica en la Peninsula Ibérica), con un alto grado de untuosidad
en su lana por su abundante suarna y que se caracteriza por el perfil frontonasal
convexo, muy marcado en los machos. Esta raza tiene una constitucion fuerte y se
adapta muy bien a los terrenos secos y aridos y las hembras tienen buen
comportamiento maternal. Diversas razas y variedades de animales de interés
ganadero han sufrido una importante disminucién de su poblacion hasta llevarlas a
cotas préximas a la extincion. Entre las muchas y distintas causas por las que esto
ocurre, pueden citarse la introduccion de material genético foraneo, determinadas
politicas agrarias, la demanda cambiante de los mercados o la degradacion de los
ecosistemas. Asi, la poca tradicién ganadera de la Comunidad Valenciana, la elevada
edad media de los ganaderos en activo (el 63% de los titulares de los rebafios se
hallan préximos a la edad de jubilacion, y solamente un 8% de los ganaderos posee
menos de 40 afos, mientras que el 29% tienen una edad comprendida entre los 40-55
afos) y la falta de aliciente oficial para mantener viva la raza, son sélo algunas de las
causas que han provocado el gran retroceso del sector ovino en la Comunidad

Valenciana.

En pequefios rumiantes, tecnologias reproductivas tales como la congelacion y
transferencia de embriones son importantes herramientas que permiten incrementar la
tasa reproductiva de hembras seleccionadas (Cognie, 1999) o de razas autoctonas en
peligro (Solti et al, 2000) ademés de constituir las metodologias idoneas para el control
sanitario en los intercambios de germoplasma (Thibier and Guérin, 2000). En la
creacion de bancos de germoplasma se contempla como paso inicial la aplicacién de

tratamientos de superovulacion mediante la administracion de gonadotropinas de



origen exogeno, por lo que en los tratamientos de superovulacién se tendran que
vencer los mecanismos inhibidores establecidos por el foliculo dominante (Gonzalez-
Bulnes A., 2006). En el caso de la raza Guirra la creacion de un banco de
germoplasma permitiria garantizar este recurso genético Unico en la Comunidad
Valenciana, ya que este tipo de bancos pueden mantener la variabilidad genética de
una especie indefinidamente. Ademds, la crioconservacién de gametos permite reducir
considerablemente el niumero de individuos necesario para mantener una poblacién
viable y por lo tanto, reducir las necesidades de espacio que se requieren para
recuperar una especie. Tanto las dosis de semen como los embriones guardados
pueden ser utilizados durante muchos afos. A pesar de las ventajas, la principal
limitacibn es el empleo de biotecnologias reproductivas para la recuperacion de
especies amenazadas, ya que existe un desconocimiento de la reproduccién de estas

especies.

La temperatura ambiental, el fotoperiodo, la localizacién geografica y el estado
nutricional son los factores mas decisivos en el control de la reproduccion (Godfrey
and Dodson, 2003; Kleemann and Walker 2005; Marai et al 2007). Varios estudios
realizados en camaras climaticas con ovejas demuestran que un estrés térmico
prolongado puede afectar a la concentracion plasmatica de progesterona (Wheeler
and Blackshaw 1986; Bell et al 1989), de igual forma, el estrés natural durante el
verano interfiere la produccion de progesterona de las hembras gestantes (Ali and
Hayder, 2008). La influencia de la latitud a través del fotoperiodo se ve reflejada en el
aumento gradual de la duracién del periodo de inactividad ovulatoria a medida que las
razas se sitban hacia los polos (Hafez, 2000). En regiones templadas, las diferentes
razas ovinas se comportan como reproductores estacionales con un maximo de
actividad sexual durante el periodo de luz decreciente (Ortavan et al., 1985). No
obstante, en paises europeos situados en una latitud 40°N, las ovejas son

estacionales estrictas y la mayoria de las razas s6lo muestran actividad ciclica ovarica



de septiembre a febrero/marzo, permaneciendo en anestro durante la primavera y el
verano (Chemineau et al, 1992). En Francia se ha visto que la tasa de ovulacion media
y el numero de embriones viables recuperados en ovejas Lacaune era
significativamente mayor en Noviembre que en Abril (Torres et al, 1987). Sin
embargo, esto no se ha observado en la raza Manchega criada en Madrid, a una
latitud de 40°N (LOpez Sebastidn et al., 1990). Por otra parte, en la mayoria de las
hembras de mamiferos, tras el parto se produce un periodo de ausencia de actividad
reproductiva (anestro post-parto), en el que el sistema reproductivo retoma su
integridad funcional normal del periodo no gestante (Mitchell et al., 1998). En el caso
del ovino, si el parto ocurre en la estacién reproductiva, el periodo de anestro post-
parto dura normalmente un mes (Soltner, 1989), mientras que si éste ocurre en época
de anestro, la ausencia de actividad ovarica puede prolongarse hasta la préxima
estacién reproductiva. Por todo ello, el hecho de realizar estos tratamientos en
primavera podria perjudicar la respuesta de las hembras. De ahi que en las ovejas, la
utilizacion de dos en vez de una estacion reproductiva por afio, tendria un mayor

impacto en la aplicacion de biotecnologias reproductivas.

La raza ovina Guirra segun el catalogo de la FAO y de acuerdo con el Real
Decreto 1682/97 de 24 de Junio, BOE n°279 (21/11/1997) esta catalogada como raza
autoctona en peligro de extincion y se dispone de muy poca informacion cientifica
sobre su funcién reproductiva. Con un censo de 3640 hembras y 174 machos (Peris
et al., 2002), hay que destacar que méas de la mitad de la poblaciéon actual se halla
concentrado en sélo 6 rebafios (1.534 animales). En la actualidad esta incluida en el
Catalogo Oficial de Razas de Ganado de Espafia como raza pura de proteccion
especial, segun la Orden APA/661/2006 de 3 de marzo que ha sustituido al RD

1682/97.



La aplicacion en ovino de diferentes técnicas reproductivas (sincronizacion e
induccién de celos, inseminacién artificial, superovulacion, congelacion, transferencia
de embriones, etc) pasan por el conocimiento de la actividad ovarica y su control
fisiolégico. Por ello, los esfuerzos han de centrarse en conocer la fisiologia
reproductiva de las especies amenazadas y en caracterizar los ciclos sexuales de las
hembras, desarrollar protocolos de sincronizacion de celos, y determinar el momento
Optimo de la ovulacién mediante el andlisis de perfiles hormonales para asi desarrollar

protocolos de sincronizacion y superovulacion adaptados a cada especie.

La progesterona es la hormona cuyas oscilaciones mejor define el ciclo ovérico
y el estudio de su concentracion durante un periodo de tiempo dilatado permite
establecer la actividad ovarica. La concentracion de progesterona puede ser
determinada empleando diferentes técnicas como enzima inmunoensayo (ELISA,
Eckersall et al., 1987; Mukasa-Mugerwa et al., 1992a:1992b; Boscos et al. 2003) o
radio inmunoandlisis (RIA, Lopez-Sebastian et al., 1984; Mac Donnell et al., 1988;
Zarkawi et al., 1997). Este ultimo grupo de técnicas tienen como limitante el uso de la
radioactividad en su medicion, por lo que a priori, parece mas adecuado la eleccion de

técnicas tipo ELISA que no requieran el empleo de radiactividad.



OBJETIVOS
El objetivo del presente trabajo fue la determinaciéon de la actividad ovarica ciclica de
esta raza a través de la medida de los niveles de progesterona presentes en sangre a

lo largo de todo un afio.

MATERIAL Y METODOS

Material animal:
Para estudiar la actividad ovérica anual se utilizaron un total de 12 ovejas de la

raza Guirra con una condicion corporal semejante.

Recogida de muestras sanguineas:

A lo largo de todo el afio, se procedié a la extraccion, tres veces por semana,
de muestras de sangre de todas las ovejas mediante punciéon en la vena yugular,
recogiendo la sangre en tubos heparinizados. Una vez extraidas las muestras de
sangre, el plasma fue recuperado post-centrifugacion (3000 rpm, durante 20 minutos)

y almacenado a -80°C hasta su posterior andlisis.

Tratamiento de sincronizacion:

Para no alterar los resultados de los niveles de progesterona plasmatica, se
llevd a cabo una sincronizaciéon del celo mediante una doble administracion de
prostaglandinas durante el mes de octubre. Las hembras fueron divididas
aleatoriamente en cuatro lotes que fueron sincronizados con una semana de diferencia
entre ellos. A todas las hembras se les aplicaron 2 ml de dinoprost trometanol,
(Enzaprost T, CEVA SALUD ANIMAL; Barcelona, Espafia) intramuscularmente el dia

1 y el dia 10 recibian una segunda inyeccion de prostaglandinas junto con una



inyeccion de 250-400 Ul de gonadotropina coriénica equina (Sincropart, CEVA SALUD
ANIMAL; Barcelona, Espafia). Para la deteccion del estro y la monta, las hembras
fueron alojadas con dos machos a las 21 h tras el segundo tratamiento con
prostaglandinas que permanecieron con ellas durante 48 h., a excepcion de dos

hembras a las que no se les introdujo el macho en el corral.

Determinacion de la tasa de ovulacion:

El dia 18, todas las hembras fueron sometidas a un examen laparoscépico para
confirmar la existencia de ovulacion. A las hembras se les privé de alimentacion de 24
a 36 horas antes de la intervencion y también se les retir6 el agua 12 horas antes. En
el momento del examen laparoscépico, los animales fueros preanestesiados con 0.1
ml de xilacina 2% y a continuacion se les suministré 2,2 ml de clorhidrato de ketamina
(Imalgene 500, Merial, Lyon, Francia) administrados por via intravenosa. Durante la
laparoscopia los animales se mantenian en decubito supino con un angulo de 45° de
inclinacién. Se evaluaba el estado de sus ovarios y se anotaba el nimero de cuerpos
luteos presentes. Tras cada intervencién, a todos los animales se les administré un

antibiético de amplio espectro ademas de un analgésico con efecto anti-inflamatorio.

Analisis plasmaticos de progesterona:
La determinacién de la concentracion de progesterona se llevé a cabo

mediante fluorometria a tiempo-resuelto (DELFIA, Perkin Elmer, Turku, Findland).

El ensayo DELFIA de progesterona es un fluoroinmunoensayo en fase sélida
que se basa en la competencia que se da entre la progesterona marcada con
europium y la progesterona de la muestra por los anticuerpos policlonales anti-
progesterona (producidos en conejo). ElI patrén, el control y las muestras
experimentales que contienen progesterona inhiben la unién de la progesterona

marcada con europium a las moléculas de anticuerpos. En el tampdn de muestra del



ensayo esta presente el danazol, sustancia que facilita la liberacion de progesterona
de las proteinas de unién de la muestra. Tapizando la fase sélida se encuentra un
anticuerpo secundario (contra las IgG de conejo) al que se unira el complejo 1gG-
progesterona, obteniéndose una conveniente separacion de los puentes del anticuerpo
y antigeno libre. De ahi que en este ensayo se requiera solo una etapa de incubacion.

Se utiliza una solucién potenciadora que lo que hace es disociar los iones Europium de
la progesterona marcada de la solucién, y estos iones junto con componentes de esta
solucion forman quelatos que emiten mucha fluorescencia. Dicha fluorescencia es
inversamente proporcional a la concentracion de progesterona de la muestra. La

medida de la fluorescencia se llevé a cabo con un lector de placas automatico.

Las determinaciones de las muestras y de los patrones se realizaban por
duplicado. Una vez medida la fluorescencia, se representaba la curva patrén del
logaritmo de las concentraciones de los patrones frente al cociente de su medida de
fluorescencia respecto al blanco (B/By), se calculaba la ecuacion de regresion y se
procedia a interpolar los valores obtenidos de las muestras ensayadas para calcular
sus correspondientes concentraciones. Se considerd con actividad ovarica aquellos

animales que presentaban valores de progesterona superiores a 1ng/ml.

Andlisis estadisticos:

Para estudiar el efecto de la estacidbn del afio sobre la produccién de
progesterona, se agruparon los datos bimestralmente y se llevd a cabo una
transformacion logaritmica de la variable, analizandose mediante un ANOVA,
utilizando el procedimiento General Linear Models (GLM) del Statgraphics®Plus5.1
(Statistical Graphics Corp., Rockville, MO, USA), considerando los factores: hembra,

bimestre y su interaccién, y como variable la concentracibn de progesterona.



RESULTADOS Y DISCUSION

Diez de las doce hembras presentaron cuerpos liteos en sus ovarios en el
momento de la realizacién de la laparoscopia, y en dos casos aparecieron foliculos
persistentes de gran tamafo, que tras la realizacién de los andlisis de progesterona
pudo comprobarse que estaban luteinizados, ya que en ambos casos su presencia en
el ovario correspondia con niveles elevados de progesterona en sangre. De las diez
hembras restantes, cuatro quedaron gestantes. Todas las hembras no gestantes
reiniciaron nuevos ciclos y mantuvieron su actividad ciclica hasta el mes de Marzo

(Gréfica 1).

Se analizaron un total de 1.764 muestras de suero por duplicado,
correspondientes a las 52 semanas experimentales. La maxima sensibilidad obtenida
en el ensayo fue de 0,18 ng/ml. Los coeficientes de variacién intra-ensayo y Inter.-

ensayo fueron del 9,8% y 11,3% respectivamente.

Para llevar a cabo una mejor visualizacion de los perfiles hormonales de las
hembras, se presentan por separado los perfiles hormonales de las hembras

gestantes y las no gestantes.

Tal y como puede observarse en los gréficos 1y 2, en todas las hembras se
produce una elevacion de los niveles plasmaticos de progesterona a finales de Junio,
principios de Julio, mientras que durante el mes de Marzo, a excepcion de una hembra
gue presento un ciclo estral en este mes, el resto de los animales mostraban niveles

plasmaticos de progesterona muy reducidos, sin presencia de ciclos estrales.



Durante la época de actividad sexual, la concentracion de progesterona en las
hembras no gestantes llega a alcanzar los 18 ng de progesterona por mililitro, que
corresponde a los niveles maximos por la presencia de cuerpos lateos (fase luteal) y
desciende hasta los 0,43 ng/ml que corresponde a los niveles minimos de la fase

folicular en esta época.

Gréfico 1. perfil hormonal de niveles plasmaticos de progesterona de hembras no

gestantes.
20 ~
15 4
£
3
S 10 -
5
(%)
Qo
(@]
o
S 5 1
(@]
c
0 -
T T T T T T T T T T T 1
1/7/2007 1/11/2007 1/3/2008 1/7/2008

Existen muy poca informacion disponible sobre los niveles de progesterona
plasmética en ovino, lo habitual es que se lleven a cabo determinaciones de sus
niveles en momentos muy puntuales. Los resultados de este experimento muestran
gue todas las ovejas analizadas mostraban un comportamiento similar, por lo que
puede concluirse que la raza ovina Guirra presenta un periodo de inactividad sexual

gue se extiende desde el mes de Marzo hasta finales del mes de Junio, lo que



coincide con los resultados que muestran las razas ovinas espafolas en el area
mediterranea (GOmez Brunet y Lopez Sebastian, 1991) y con la mayoria de razas del
sur de Europa, en las que la estacion reproductiva comienza alrededor del solsticio de
verano (Gallegos-Sanchez et al., 1998). Sin embargo, en otras razas espafiolas como
la Rasa Aragonesa, se observé que mas del 50% de las ovejas presentaban ciclicidad
ovarica durante la primavera (Alonso de Miguel y Cognié, 1980). Los datos obtenidos
en la raza Guirra, indican que en marzo no hay una ciclicidad ovarica, presentando un
anestro estacional de casi cuatro meses, mientras que la Rasa Aragonesa presenta un
anestro de tres meses unicamente, correspondiendo a los meses de verano (Abecia et

al., 1992).

Gréfico 2: Perfil hormonal de los niveles plasméaticos de las hembras

gestantes.
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En el caso de las hembras gestantes, en el gréfico 2 podemos observar que
durante la gestacion, los niveles de progesterona van aumentando hasta alcanzar un
maximo en el ultimo tercio, llegando en algunos casos a niveles proximos a 45 ng de
progesterona por mililitro, produciéndose un descenso brusco en el dia previo al parto.
Ademdas, como los partos tuvieron lugar en época de anestro, vemos que la ausencia
de actividad ovarica se prolonga hasta el mes de Julio (siguiente estacion

reproductiva) lo que coincide con las observaciones de Mitchell et al.(1998).

En lo que se refiere al efecto de la estacidbn sobre la produccion de
progesterona, se analizaron los datos de produccion bimestralmente y se obtuvieron
diferencias significativas entre los meses de septiembre-octubre y noviembre-
diciembre frente a enero-febrero, marzo-abril y mayo-junio, tal y como se observa en la

tabla 1 (P<0.05).

Si consideramos el inicio de la época de actividad ciclica de las hembras,
podemos observar que la produccién de progesterona difiere significativamente en los
dos primeros meses de actividad, Julio-Agosto, con respecto a los dos meses
siguientes (Septiembre-Octubre), lo que estaria de acuerdo con los resultados
obtenidos por otros autores que observan un efecto negativo de las altas temperaturas
sobre la produccion de progesterona (Wheeler and Blackshaw 1986; Bell et al 1989;
Ali and Hayder, 2008). Por otra parte, la produccibn de progesterona fue
significativamente superior durante los meses de Noviembre-Diciembre frente a los
obtenidos durante los meses de Enero-Febrero (P<0,05), lo que coincide con los
resultados obtenidos por otros autores en distintas razas ovinas (Michelll et al. 1999;

Wallace et al. 1997; Xia et al. 2003).
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Tabla 1: Produccién bimestral de progesterona a lo largo del afio de las hembras no

gestantes (media * error estandar).

Bimestre N ng Progesterona/ml
Septiembre-Octubre 207 5.43+0.25a
Noviembre-Diciembre 208 4.10+0.25ab
Enero-Febrero 208 3.23+0.25¢c
Marzo-Abril 184 0.53+0.26e
Mayo-Junio 200 0.87+0.25d
Julio-Agosto 159 3.39+0.28bc

a,b,c,d,e Valores in la misma columna con diferente letra son estadisticamente
diferentes (p<0,05).

Si representamos la produccion bimestral de progesterona (Grafica 3) se puede
observar claramente la evolucibn que presentan los niveles plasmaticos de

progesterona.

Gréfica 3: produccion bimestral de progesterona
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Asi, en los meses de marzo, abril, mayo y junio la media de progesterona
presente en sangre se sitla muy por debajo del resto de los meses, lo que
corresponde con el anestro en esta raza, mientras que a partir del mes de julio se
puede apreciar un aumento progresivo de la concentracidn plasmética de
progesterona, que alcanza su maximo en los meses de septiembre y octubre,
manteniéndose elevados hasta enero-febrero, y a partir de ese momento comienza a
declinar.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que la
raza ovina Guirra presenta una estacion de anestro muy marcada, que se extiende
desde el mes de Marzo hasta practicamente el mes de Julio, y que ademas, la
produccion de progesterona se incrementa significativamente en los meses de
septiembre y octubre, y a partir de ese momento, parece que la produccién de
progesterona comienza a declinar hasta que alcanza valores minimos en el mes de
marzo, por lo que los meses de septiembre y octubre serian los idéneos para iniciar un
programa de superovulacién y recuperacion de embriones. Por otra parte, al comenzar
la actividad ciclica de las hembras en verano, se podria maximizar la eficacia de los
programas de obtencién de embriones ya que se dispone de 8 meses en los cuales la

hembra esta ciclica y con niveles altos de progesterona.
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