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RESUMEN

A través de la aplicacién de implantes de melatonina es posible simular la estacion mds favorable a
reproduccion en ovinos que es el Otofto. en presente trabajo foran aplicados 3 implantes sub-cutineos
de esta hormona la machos de raza Merina Preta (GPT, n=6) y de raza Campaniga (GCT, n=7),
mantendo-se uno grupo controlo de raza Merina Preta sem qualquer tratamiento (GPC, n=6). Semen
recogido de todos los cameros foi avaliado por las provas de mobilidad individual, coloracin vital y
endosmose y congelado num periodo antes y noutro ap6s €l efecto esperado de la melatonina, sendo
posteriormente aplicado por inseminacfo laparoscépica intrauterina la hembras de las mesmas razas.
nose verificaran diferencias en fertilidad entre carneros tratados y ndo-tratados y entre razas,
possivelmente por la menor sazonalidad destas razas en latitude del Sur de Portugal.
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INTRODUCCION

Nos ovinos, la existéncia de épocas mds favorables & reproduccién, condicionan los periodos de
congelacién del semen para posterior utilizacién. En medida -en que el semen de carnero criopreservado
en Inverno y Primavera es de menor calidad que el congelado durante el Otofio (Ortavant et al., 1985),
algunos autores preconizan la congelacién de semen en auge de la estacion reprodutiva o la utilizacién de
razas pouco sazonais, como las mediterranicas (Chagas y Silva, 1992). A pesar de existirem estudos que
referem menor capacidad fecundante del semen obtido en Primavera del que en Otofio (Colas, 1981;
Guerin, 1990), otros autores conseguiran tasas de fertilidad semelhantes, -cuando ‘utilizaran semen
recogido durante los vérios meses del afio (Hill et al., 1998). Fiser y Faifull (1986, citados por Ldpez-
Brea et al., 1995) indican que el semen congelado de .carneros sujeitos la fotoperiodo decreciente
representa melhores resultados, a descongelacion, del que cuando es cogido en fotoperiodo creciente. Tal
coincide con otros trabajos en que se verificou aumento de la fertilidad del semen congelado cuando los
animales foran sujeitos la “dias cortos” (Fiser y Batra, 1984, Fiser y Fairfull, 1983, 1986, Zheltobrjuk et
al., 1990, citados por Salamon y Maxwell, 1995).

Em todas las especies sazonais el fotoperiodo es el principal factor responsable por las variaciones
estacionales observadas y este comportamento es mds ‘marcado en latitudes elevadas (Ortavant et al.,
1985; Sebastian, 1989; Chemineau et al., 1991; Malpaux et al., 1996; Fitzgerald, 1997; Stellflug et al.,
1997; Bodin et al., 1999; Forcada et al., 2000a; Gerlach y Aurich, 2000; Hafez y Hafez, 2000). en medida
en que la estacionalidad es modulada por la melatonina (Wayne et al., 1988; Deveson et al., 1992; Hafez
et al., 2000), produzida la nivel de la glandula pineal, foran desenvolvidas formas de aplicacién de esta
hormona, en implantes subcutdneos, que permiten simular uno fotoperiodo corto, caracteristico de la
época reprodutiva mas favorable que es €l Otofio (Chemineau et al., 1992; Chemineau et al., 1996;
Thimonier, 1996). Estos dispositivos permiten el establecimiento de niveles séricos elevados (100 la 300
pg/ml) de melatonina durante 100 dias (Forcada'y Abecia, 2000; Forcada et al., 2000b). Los tratamientos,
para ser efectivos, necesitan ser precedidos por un periodo suficientemente largo de dias crecientes,
sensibilizador del sistema, apuntindose un minimo de dos meses de duracion (Hanif y Williams, 1991;
Chemineau, 1992; Rosa et al., 2000). Los ovinos mantidos en regiones mediterraneas estan sujetos a un
clima moderado y la una pequeiia diferencia entre el dia mas corte (9 la 10 horas de luz) y el dia mas
largo (14 1a 15 horas), lo que condiciona una cierta flexibilidad en las épocas reprodutivas (Forcada et al.,
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2000a). En latitude del Sur de Portugal, se preconiza que la aplicacién de implantes de melatonina debe
ser efectuada préximo del equinécio de Primavera (Forcada y Abecia, 2000; Forcada et al., 2000b),
estando mesmo descritos resultados interesantes en hembras, con inicio de tratamiento al final de Enero
(Riocerezo et al., 2001).

En el presente trabajo pretendemos avaliar se la aplicacién de implantes de melatonina en carneros de las
razas Merina Preta y Campanica permite mejorar los resultados de fertilidad del semen congelado,
durante la Primavera, lo que permitiria garantir buenos resultados en criopreservacion de semen de
carnero durante todo el afio.

MATERIAL Y METODOS

Los trabajos decorreran en Centro de Experimentagio del Baixo Alentejo (Latitude 37° 57° N, Longitude
7° 26’ W, Altitude 242 m). Foran utilizados 12 machos y 69 hembras de la raza Merina Preta (MP) y 7
machos y 52 hembras de la raza Campanica (C).

No dia 14 de Margo de 2002 foran colocados 3 implantes de melatonina en cada uno de los machos C'y
en la mitad de los machos MP, escogidos aleatoriamente, de forma que fueran constituidos 3 grupos, uno
grupo contro de raza MP, sin cualquier tratamiento (GPC; n=6), un grupo de raza MP tratado con
melatonina (GPT; n=6) y un grupo C, también tratado con melatonina (GCT; n=7).

Procediose después a la congelacién de semen de todos los animales, en dos periodos. El primero
decorreu 6 la 14 dias después de la colocacion de los implantes y el segundo 66 la 67 dias después de la
misma fecha. Fué hecha la valoracién cuantitativa del semen la fresco por las pruebas de mobilidad
individual, coloracidn vital y test de endosmose (HOST).

En el processo de congelacion se utilizé un diluidor comercial conteniendo yema de huevo y glicerol
tendo sido hecha la congelacién del semen, en micropajuelas de 0,25 ml, por método manual, ‘con
equilibrio durante 4 horas la 4°C y congelaci6n vertical, primeramente en vapores de nitrégeno liquido (-
75 1a -125°C) y después en nitrégeno liquido (-196°C).

En una fase posterior se valord la fertilidad del semen, de los lotes de semen que se habian constituido,
recurriendo ‘a la inseminacion artificial intrauterina por laparoscopia de hembras de las mismas razas,
emparejadas equitativa y aleatoriamente por los carneros.

Los resultados fueron tratados estatisticamente recurriendo al Procedimiento GLM del SAS (SAS Institute
Inc., 1999-2000). En el andlisis de varianza para los cameros de raza MP (GPT vs. GPC) se incluyeron
los efectos del periodo (2 niveles) y del tratamiento con melatonina (2 niveles) como factores principales,
los efectos de los tests de mobilidad individual, coloracién vital y endosmose como covariables y ainda €l
residuo como efecto aleatorio. En el andlisis de varianza para los carneros tratados con melatonina (GPT
vs. GCT) el factor melatonina fué substituido por el factor raza (2 niveles), considerdndose igualmente el
factor periodo (2 niveis).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se indica el nimero de ovejas paridas en total de inseminadas, bien como la respectiva tasa
de fertilidad, para cada una de las razas y periodos de congelacién del semen.

Tabla 1. Nimero de ovejas paridas sobre el total de inseminadas (P/n) y tasa de fertilidad (F) para los
vdrios grupos de ovejas en que foi aplicado semen congelado de los trés grupos de carneros
(GPC, GPT, GCT), referente aos dos periodos de congelacion.

RAZA GRUPO PERIODO Pln F(%)
GPC 1 6/19 316

. GPC 2 418 22
Merina Preta GPT 1 4116 25.0
GPT 2 3/16 18,8

. GCT 1 3/23 13,0
Campanica GCT 2 12/29 414

A andlisis estatistica de los resultados estd indicada en tabla 2, pudiendo observarse que ninguno de los
factores se mostré estatisticamente significativo (p<0,05). De hecho, podemos concluir que la aplicaci6n




206 SEOC 2003

de implantes de melatonina en machos no influencié la tasa de fertilidad del semen congelado cuando se
compararon los animales tratados o no.con melatonina (GPT ws. GPC; p<0,05). No se verificaron também
quaisquer diferencias entre las dos razas estudadas, en todos los animales tratados (GPT vs. GCT;
p<0,05). Por outro lado, nenhuma de las provas consideradas como covaridveis mostrou ter relagéo con la
fertilidad (p<0,05).

Tabla 2. Andlisis de varidncia en comparagdo entre carneros de raza MP tratados y nio-tratados con
melatonina (GPC vs. GPT) y entre razas MP y C (GPT vs. GCT), en funcdo de los factores y provas
avaliadas, para los quais se referem los graus de liberdad (GL). Indicam-se também los valores de
F, el coeficiente de determinagio (R’), el coeficiente de variacio y ainda las médias de tasa de
Sertilidad.

GPC vs. GPT GPT vs. GCT

Fontes de Variacio G. L. Valorde F Valorde F
Periodo 1 1,30 0,05
Melatonina / Raza 1 0,11 0,36
Mobilidad Individual 1 0,35 0,09
Coloracién Vital 1 1,91 1,15
HOST 1 1,71 0.87

R* 0,0064 - 0,058
Coeficiente de variacéo 179,42 161,98
Meédia de tasa de Fertilidad (%) 24,2 28,2

*P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001

Fué demostrado por algunos autores que la acciéon de la melatonina en carneros ocurre algunas semanas
después de la colocacién de los implantes, ya que apenas 45 dias después de esa fecha se notan aumentos
de los niveles séricos de testosterona (Chemineau et al., 1992; Kokois et al., 2000). En las hembras
referem-se 70 dias como duracion ideal del tratamiento, observandose una elevacion de los niveles de 1a
gonadotrofina LH entre los 40 y los 60 dias (Staples et al., 1992; Chemineau et al., 1996; Vigué et al.,
citado por Forcada et al., 2000a; Bittman et al., 1985, citados por Forcada ez al., 2000b). Por esta razén,
en presente trabajo, esperavam-se algumas diferencias en fertilidad del semen congelado en segundo
periodo, altura en que havian ja decorrido 66 la 67 dias de la colocagédo de los implantes.

Parece que las razas existentes en latitudes mediterrdneas, y concretamente en Portugal, representan
menor estacionalidad reprodutiva (Sebastian, 1989; Silva, 1991; Bettencourt y Fialho, 1992; Alonso de
Miguel y Cognié, 1980, citados por -Chemineau, 1992; Bettencourt, 1999; Bodin et al., 1999; Pelletier et
al., 2000; Azcona et al., 2001). Este hecho permite inferir que la fertilidad del semen cogido al largo del
afio no representa grandes diferencias. Por esta razén, los tratamientos con melatonina, que visan simular
una época favorable, pueden no alterar significativamente la calidad del semen nesta localizacién
geografica. en latitudes mds elevadas, con tratamientos luminosos, fué posible mejorar la fertilidad en
cubricion natural (Schanbacher, 1979) y también la fertilidad del semen congelado (Fiser y Batra, 1984,
Fiser y Fairfull, 1983, 1986, Zheltobrjuk et al., 1990, citados por Salamon y Maxwell, 1995). Kokois et
al. (2000) refieren que el tratamiento con melatonina permitié aumentar la actividad de la enzima
acrosina, con posibilidad de mejorar la fertilidad del semen congelado.

De los resultados obtenidos concluimos que el tratamiento -con melatonina aplicado la carneros de las
razas MP y C no provocé diferencias en fertilidad del semen congelado, notendo sido también notadas
diferencias entre las dos razas. La ausencia de diferencias en tasa de fertilidad puede ser justificada por la
menor estacionalidad de 1as razas estudiadas en latitude del Sur de Portugal.
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SUMMARY

Use of melatonin implants can mimic sheep’s most favourable reproductive season, autumn. In this
study, 3 subcutaneous ‘implants -of this hormone were used to treat Merino Preto (GPT, n=6) and
Campanica rams (GCT, n=7), keeping la control group of Merino Preto rams (GPC, n=6). Individual
motility, vital stain and HOST tests were evaluated in semen from all rams. Semen was frozen in two
periods, i.e. before and after the expected effect of melatonin. Then, frozen semen was used in ewes of
the same breeds by laparoscopic intrauterine insemination. en differences in fertility ‘were observed
between treated and non-treated rams and between breeds. These facts maybe due to the lower
seasonality exhibited by both local breeds at the latitude of Southern Portugal.
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