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Jalea real y su efecto en variables reproductivas
Colegio de Postgraduados, 2017

Resumen

Se realizaron tres estudios para evaluar el efecto de la jalea real (JR) en variables reproductivas de
ovejas de pelo en diferentes estados fisiologicos y reproductivos. En el primer estudio, se evaluaron
dos dosis de JR (0.5 y 1.0 g por 3 d) usando 79 ovejas ciclicas, las cuales se asignaron a uno de
cuatro tratamientos: CIDR (n = 20), CIDR +eCG (n = 20), CIDR + 0.5 g JR (n=20) y CIDR + 1.0
g JR (n=19). En el segundo estudio, se evaluaron nueve aplicaciones de 1.0 g de JR y dos
modalidades de amamantamiento utilizando 48 ovejas y sus corderos, distribuidas al azar a uno de
cuatro tratamientos: amamantamiento continuo (AC; n = 1 2); AC con JR (ACJR; n = 12);
amamantamiento controlado (Ac; n = 12); Ac con JR (AcJR; n = 12). En el tercer estudio, se
probaron cuatro aplicaciones de 1.0 g de JR (con y sin) y dos modalidades de amamantamiento
(AC y Ac), en un protocolo de manejo reproductivo al desdete. Se utilizaron 75 ovejas postparto,
asignadas al azar a uno de cuatro tratamientos: AC (n = 16); ACJR (n = 17); Ac (n = 15); AcJR (n
= 16). En los estudios | y Il, las ovejas se sincronizaron con CIDR por 9 d y PGF,, el dia siete del
protocolo; en el tercer estudio, la respuesta se evaluo en estros naturales al momento del destete.
En el primer estudio, la administracion de 1.0 g de JR acort6 el inicio a estro (p < 0.001). El
porcentaje de ovejas gestantes, fertilidad o prolificidad en ovejas tratadas con 0.5y 1.0 g de JR por
tres dias, fue similar al obtenido con una dosis de 300 Ul de eCG. En el segundo y tercer estudio,
la duracion del estro fue mayor en las ovejas tratadas con JR (p < 0.05). En el tercer estudio, el
porcentaje de gestacion se increment6 en las ovejas en amamantamiento controlado con y sin JR
(p <0.05). En el postparto, la JR y control del amamantamiento mejoran el porcentaje de gestacion,
por lo cual, la JR puede ser una alternativa en el manejo reproductivo de las ovejas en sistemas de
produccion limpia.

Palabras clave: pelibuey, jalea real, postparto, amamantamiento.



Royal Jelly and its effect in reproductive traits en hair ewes
Elizabeth Pérez Ruiz, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017
Abstract

Three studies were conducted to evaluate the effect of royal jelly (JR) on reproductive traits of hair
sheep in different physiological and reproductive states. In the first study, two doses of JR (0.5 and
1.0 g per 3 d) were evaluated using 79 cyclic ewes, which were assigned to one of four treatments:
CIDR (n=20), CIDR +eCG (n=20), CIDR+0.5gJR (n=20)and CIDR +1.0g JR (n=19). In
the second study, nine applications of 1.0 g of JR and two suckling modalities were evaluated using
48 sheep and their lambs, randomly assigned to one of four treatments: continuous suckling (AC;
n=12); AC with JR (ACJR; n = 12); Controlled sucking (Ac; n = 12); Ac with JR (AcJR; n = 12).
In the third study, four applications of 1.0 g of JR (with and without) and two modalities of suckling
(AC and Ac) were tested in a reproductive management protocol at birth. 75 postpartum sheep
were randomly assigned to one of four treatments: AC (n = 16); ACJR (n =17); Ac (n =15); AcJR
(n =16). In studies I and I, sheep were synchronized with CIDR by 9 d and PGF2a on day seven
of the protocol; In the third study, the response was evaluated in natural estrus at the time of
weaning. In the first study, administration of 1.0 g of JR shortened estrus (p 0.001). The percentage
of pregnant sheep, fertility or prolificacy in sheep treated with 0.5 and 1.0 g of JR for three days
was similar to that obtained with 300 IU of eCG. In the second and third studies, estrus duration
was higher in sheep treated with JR (p < 0.05). In the third study, the percentage of gestation was
increased in controlled suckling ewes with and without JR (p < 0.05). In the postpartum period, the
JR and control of sucking improve the gestation rate, so that the JR can be an alternative in the
reproductive management of sheep in clean production systems.

Palabras clave: pelibuey, royal jelly, postpartum, sucking.



DEDICATORIA

A todos mis seres queridos

Mis padres, hermanos y amigos.

A los que han sido estrellas fugaces en mi vida, y a aquellos que siguen iluminando mi camino.

“Una mujer para escribir necesita dinero y un cuarto propio. SOlo a partir de estas dos posesiones
puede empezar a crear”

Virginia Woolf



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), por la beca otorgada para mis estudios

de doctorado.

Al Colegio de Postgraduados, por haberme dado la oportunidad de realizar los estudios de

doctorado.

Al Dr. Jaime Gallegos Sanchez, por la oportunidad que me brindd para ser parte del grupo de

reproduccion, la direccion de la tesis, el apoyo y amistad.
Al Dr. Juan Salazar Ortiz, por la participacion en el consejo particular y sobre todo por su amistad.
Al Dr. Cesar Cortez Romero, por el tiempo invertido en la revision de la tesis, amistad y apoyo.

Al Dr. Ponciano Hernandez Pérez, por la participacion en el consejo particular, todo el tiempo

dedicado, sugerencias, ayuda y paciencia en la redaccion de 1a tesis.
Al Dr. Arturo Pro Martinez, por la revision de la tesis y valiosos comentarios.

Al Dr. Juan Manuel Cuca Garcia, por su participacion como sinodal en el examen de grado y las

ensefianzas aportadas durante los cursos de seminario.
Al Dr. Humberto Vaquera Huerta, por su valiosa ayuda con el analisis estadistico.

A mis comparnieros de LaROCa, por la ayuda brindada durante la fase experimental y en especial

por su amistad.

Al personal académico y administrativo del programa de ganaderia.

Vi



Da igual Prueba ofra vez. Fracasa ofra vez. Fracasa mejor.

Samuel Beckett

Vil



CONTENIDO

INTRODUCCION GENERAL

CAPITULO I. JALEA REAL: PROPIEDADES BIOLOGICAS Y
APLICACIONES EN PRODUCCION ANIMAL

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

COMPOSICION QUIMICA DE LA JALEA REAL

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA JR EN LA REPRODUCCION
CONCLUSIONES

CAPITULO Il. JALEAREAL Y SUEFECTO EN LA SINCRONIZACION
DE ESTROS EN OVEJAS DE PELO

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS Y DISCUSION

CONCLUSIONES

CAPITULO IIl. RESTRICCION DEL AMAMANTAMIENTO Y
ADMINISTRACION DE JALEA REAL EN OVEJAS DE PELO
RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS Y DISCUSION

CONCLUSIONES

viii

Pagina

~N B~ A O W oW

10

12
12
12
13
14
18
23

25
25
26
26
28
34
44



CAPITULO IV. MANEJO REPRODUCTIVO EN OVEJAS PELIBUEY
CON CONTROL DEL AMAMANTAMIENTO Y ADMINISTRACION

DE JALEA REAL

RESUMEN

ABSTRACT
INTRODUCCION
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS Y DISCUSION
CONCLUSIONES

DISCUSION GENERAL
CONCLUSIONES GENERALES
LITERATURA CITADA

46
46
47
47
48
52
60

62
65
66



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Porcentaje de ovejas de pelo que manifestaron estro y tiempo de
inicio de éste durante un protocolo de sincronizacion de estros con la
aplicacion de dos dosis diferentes de jalea real (JR).

Cuadro 2. Porcentaje de retorno al estro y gestacion en ovejas de pelo
sincronizadas con CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

Cuadro 3. Fecundidad y prolificidad en ovejas de pelo sincronizadas con

CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

Cuadro 1. Porcentaje de ovejas pelibuey que manifestaron signos de estro,
tiempo de inicio y duracion del estro (media * error estandar) con la
aplicacion de JR y dos modalidades de amamantamiento durante el
periodo postparto.

Cuadro 2. Porcentaje de retorno al estro y gestacion en ovejas de pelo
sincronizadas con CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

Cuadro 3. Porcentaje de ovejas que quedaron gestantes a los 35 o 55 dias
postparto y porcentaje de ovejas que parieron después de un
protocolo de induccién del estro con la aplicacion de JR y dos
modalidades de amamantamiento durante el periodo postparto.

Cuadro 4. Fecundidad y prolificidad (media + EE) en ovejas pelibuey después
de un protocolo de induccidon del estro con la aplicacion de JR y dos

modalidades de amamantamiento durante el periodo postparto.

Cuadro 1. Efecto del amamantamiento y de la jalea real en la ovulacién de

ovejas pelibuey durante el postparto (%).

Pagina

18

21

22

36

40

42

44

53



Cuadro 2. Ovejas que manifestaron estro, tiempo de inicio y duracion del estro
(media * error estandar) con la aplicacion de JR y dos modalidades
de amamantamiento durante el periodo postparto.

Cuadro 3. Tasa de ovulacion (media + EE) y porcentaje de retorno en ovejas
pelibuey con dos tipos de amamantamiento y aplicacion de jalea real,
durante el periodo postparto.

Cuadro 4. Ovejas gestantes y ovejas paridas con dos tipos de amamantamiento
y aplicacion de jalea real, durante el periodo postparto.

Cuadro 5. Fecundidad y prolificidad en ovejas pelibuey con dos tipos de
amamantamiento y aplicacion de jalea real, durante el periodo

postparto.

Xi

55

S7

58

59



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Curvas de supervivencia de tiempo de inicio al estro en ovejas de pelo

sincronizadas con CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

Figura 1. Esquema de protocolo experimental. AC= 24 h d-1; Ac = dos periodos
de 30 min d*. JR= nueve dosis de 1.0 g d*. CIDR (controled Internal
Drug reléase) por 9 d. TO = tasa de ovulacion.

Figura 2. Cambio de peso corporal en ovejas pelibuey postparto con dos
modalidades de amamantamiento y aplicacion de jalea real.

Figura 3. Cambio de peso corporal en corderos pelibuey mantenidos en dos
modalidades de amamantamiento y administracion de jalea real a las
madres.

Figura 4. Curvas de supervivencia de tiempo al inicio del estro (h), después del
retiro del CIDR, con o sin la aplicaciéon de JR y dos modalidades de
amamantamiento durante el periodo postparto en ovejas Pelibuey.

Figura 5. Curvas de supervivencia para duracion del estro (h), con la aplicacion
de JR y dos modalidades de amamantamiento durante el periodo

postparto en ovejas Pelibuey.

Figura 1. Esquema de protocolo experimental.

xii

Pagina

20

31

34

35

38

39

50



INTRODUCCION GENERAL

La demanda de alimentos a nivel mundial representa un desafio para el sector agropecuario.
Entre 1964-66 y 1997-99, el consumo de carne per capita en los paises en desarrollo aumenté 50
% y 60 % el de leche y productos lacteos (FAO, 2002). Para 2030, el consumo per cépita de
productos pecuarios podria aumentar otro 44 % (FAO, 2002). Lo anterior implica que para
alimentar a la poblacion mundial de 9 100 millones de personas, estimada para 2050, seria
necesario aumentar la produccion de alimentos 70 % entre 2005/07 y 2050. La produccion en los
paises en desarrollo casi tendria que duplicarse (FAO, 2009). Ademas de satisfacer las necesidades
de alimentos que la poblacién requiere, en afios recientes la demanda de estos cambid. Existen
diversos sectores de la poblacion que estan atentos a lo que sucede en los sistemas de produccién,
y laatencién por el bienestar de los animales de abasto (Aluja, 2011), lo cual hace necesario mejorar
los procesos productivos (Martin y Kadokawa, 2006).

En manejo reproductivo de pequefios rumiantes, es posible disminuir el uso de hormonas
exogenas o farmacos al optimizar la respuesta animal al ambiente y la nutricion. Estas estrategias
de manejo plantean el uso del conocimiento y aprovechamiento de los recursos disponibles
(Delgadillo y Martin, 2015). En el manejo reproductivo de los ovinos, es posible aprovechar efectos
socio-sexuales (efecto macho), en conjunto con el uso combinado de nutricién focalizada o
estratégica (Martin, 2009), con suplementos que contengan compuestos bioactivos (Delgadillo y
Martin, 2015) o modifiquen las concentraciones de hormonas metabdlicas (Scaramuzzi et al.,
2006) para mejorar el desemperio reproductivo (Martin et al., 2004; Vifoles et al., 2009; Gutierrez
et al., 2011). Al respecto, la jalea real (JR), producida por las glandulas cefalicas de las abejas
obreras (Takenaka, 1986) puede mejorar la respuesta reproductiva en diferentes especies, entre

ellas: humanos (Lewis, 2004; Abdelhafiz y Muhamad, 2008), ratas (Hidaka et al., 2006; Salem,



2013; Ghanbar et al., 2015), conejos (Elnagar, 2010; El-hanoun et al., 2014) y ovinos. En ovejas
de lana, se reporta que la JR incrementa la incidencia de estros, reduce el tiempo de inicio a estro
(Husein y Kridli, 2002) y mejora el porcentaje de gestacion (Kridli et al., 2003; Husein y Haddad,
2006).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacion de JR en
el desempefio reproductivo de ovejas de pelo, en diferentes estados fisioldgicos. La hipdtesis
general fue que la administracion de JR puede modificar las variables reproductivas en ovejas de

pelo.



CAPITULO I. JALEA REAL: PROPIEDADES BIOLOGICAS Y APLICACIONES EN

PRODUCCION ANIMAL

RESUMEN

La jalea real (JR) es una secrecion de las glandulas cefalicas de abejas nodrizas. Tiene una
composicion compleja, se le atribuyen actividades farmacologicas y nutricionales, y se considera
como un “alimento funcional”. Entre los componentes de la JR con propiedades antioxidantes e
inmunomoduladoras, se encuentran algunas proteinas y péptidos libres. Los acidos grasos de
cadena corta, caracteristicos de la JR muestran actividad antioxidante, inmunoreguladora y se
asocian a las acciones de la JR en el eje reproductivo. La JR tiene actividad estrogénica in vivo e
in vitro; en el factor masculino, la JR puede incrementar la produccion de testosterona, y mejorar
algunas caracteristicas espermaticas. En ovejas, la JR mejora algunas variables reproductiva como
incidenciay duracion del estro y porcentaje de gestacion. Por lo anterior, el uso de JR en produccion
animal puede ser una alternativa para su uso en protocolos de manejo reproductivo.

Palabras clave: alimento funcional, actividad bioldgica, reproduccion.

ABSTRACT
Royal jelly (JR) is a secretion of cephalic glands of suckling bees. It has a complex composition,

and some pharmacological and nutritional activities. JR is considered as a "functional food".
Among the JR components, some proteins and free peptides have antioxidant and
immunomodulatory properties. The short chain fatty acids, characteristics of JR show antioxidant
and immunoregulatory activity, and them are associated with the actions of the JR in the
reproductive axis. JR has estrogenic activity in vivo and in vitro; and in male factor, JR can increase
the testosterone production and improve some sperm characteristics. In ewes, JR improves some

reproductive traits, such as incidence and duration of estrus, and gestation percentage. Therefore,



the use of JR in animal production may be an alternative for use in reproductive management
protocols.

Key words: Functional food, biological activity, reproduction.

INTRODUCCION

La jalea real (JR) es una secrecion de las glandulas cefélicas (hipofaringeas y mandibulares) de
abejas nodrizas de Apis mellifera, es el Gnico alimento de las larvas durante los primeros dias (dos
a tres dias) después de la eclosion, y de la abeja reina durante toda su vida (Kodai et al., 2007).
Esta sustancia es indispensable para la diferenciacion de castas y relacionada con la longevidad de
la abeja reina (Wheeler et al., 2006). La JR se considera como un “alimento funcional”, es decir,
como un alimento o componente alimenticio que provee efectos benéficos mas alla de la nutricion
basica (Hardy, 2000). La composion de la JR es compleja y se le atribuyen actividades
farmacoldgicas y nutricionales como: antioxidante, regulador de la presion sanguinea, actividad
neurotropica, antitumoral, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antialérgica, antibacterial, y como
estimulador de la fertilidad (Pavel et al., 2011). Existe evidencia de que la JR modifica el
desempefio reproductivo en ratas (Hidaka et al., 2006; Salem, 2013; Ghanbari et al., 2015), conejos
(Elnagar, 2010; El-hanoun et al., 2014), ovinos (Husein y Kridli, 2002; Husein y Haddad, 2006;
Kridli y Al-Khetib, 2006) y humanos (Lewis, 2004; Abdelhafiz y Muhamad, 2008). Por lo anterior,
este estudio tiene como objetivo presentar una breve revision de los efectos de la JR en el

comportamiento reproductivo en diferentes modelos animales.

COMPOSICION QUIMICA DE LA JALEA REAL

La JR tiene una composicion relativamente constante entre colonias, razas, época de produccion

y origen geografico (Sabatini et al., 2009); tiene una composicion compleja, tiene un contenido de



agua de 60-70 %, su contenido de proteinas es de 12-15 % (incluidas pequefas cantidades de
aminoéacidos libres), contiene 10-12 % de azucares simples (monosacaridos) y 3-7% de acidos
grasos, ademas de algunos minerales, vitaminas y otros compuestos de diferente naturaleza quimica

(Simdth, 2001). A continuacion se detallan los principales componentes de la JR.

Componentes nitrogenados
De los componentes nitrogenados de la JR, se estima que 73.9 % de ellos son proteinas, 2.3 %
de aminoéacidos libres, y 1.6 % de péptidos libres. La JR contiene todos los aminoacidos
considerados como esenciales para humanos y algunos derivados de ellos. Entre los aminoacidos
mas importantes presentes en la JR se encuentran los acidos aspartico y glutamico, lisina, prolina

(Takenaka et al., 1986), fenilalanina, B-alanina y serina (Boselli et al., 2003).

Ocho proteinas mayores (MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5, MRJP6, MRJP7 y MRJP8)
han sido identificadas en la JR (Albert y Klaudiny, 2004), y tienen diferentes actividades
bioldgicas. Nagai y Inoue (2004) sugieren que estas proteinas mayores de la JR tienen actividad
antioxidante. La proteina MJ3 tiene efectos antinflamatorios e inmunosupresores y promove una
respuesta antialérgica (Okamoto et al., 2003). La apalbumina 1, ejerce efectos
inmunoestimulatorios y proinflamatorios (Simuth, 2001), y puede regular la produccién del factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) (Majtan et al., 2006). Salazar-Olivo y Paz-Gonzéalez (2005) reportan
que la fraccion proteica de la JR (RJP30) exhibid un efecto citotoxico en células HeLa de carcinoma
cervicouterino humano, por lo que estos autores sugieren que algunas proteinas hidrosolubles,
presentes en la JR pueden tener acciones directas en el crecimiento y diferenciacion celular

(Salazar-Olivo y Paz-Gonzalez, 2005).



Entre los péptidos libres presentes en la JR (2 a 4 aminoacidos), los que contienen residuos de
tirosina en el extremo C-terminal (Lys-Tyr, Arg-Tyr y Tyr-Tyr) tienen actividad de captura de
radicales hidroxilo, y se considera que son responsables de algunas de las actividades antioxidante
de la JR (Guo et al., 2009).

Carbohidratos

Los principales carbohidratos presentes en la JR son fructosa y glucosa (90 % del total), en
proporciones relativamente constantes y similares a la de la miel. También es posible encontrar
oligosacaridos como maltosa, trehalosa, isomaltosa, gentobiosa, rafinosa, melibiosa, ribosa y erlosa
en pequefias cantidades, y pueden ser indicativas de la autenticidad del producto (Sabatini et al.,
2009).

Lipidos

La fraccion lipidica de la JR estd compuesta principalmente por &cidos grasos de cadena corta
(9 a 10 carbonos), hidroxi acidos y &cidos di carboxilicos, en contraste con los acidos grasos de 14
a 20 carbonos que se encuentran regularmente en materiales de origen vegetal y son responsables
de algunas de las propiedades biol6gicas de esta sustancia (Hattori et al., 2007) . El principal &cido
graso de la JR es el acido trans-10-hidroxi-decanoico (10-HDA), seguido de su equivalente
saturado, acido 10-hidroxi-2-decenoico (LOH2DA). La presencia de estos dos compuestos son el
principal criterio de autenticidad de la JR (Sabatini et al., 2009; Hattori et al., 2007). El 10-HDA
es el responsable directo de algunas de las propiedades bioldgicas de la JR, se sabe que puede
regular la respuesta inmune en casos de artritis reumatoide (Yang et al., 2010) y esta relacionado
con actividad antitumoral y antimicrobiana, a través de la regulacion de interleucinas e interferén

(Dzopalic et al., 2011).



Ademas de los acidos grasos libres, la fraccion lipidica contiene algunos lipidos neutros,
esteroles (incluyendo el colesterol) y una fraccion insaponificable de hidrocarburos similares a los
extractos de cera de abejas (Kodai et al., 2007).

Minerales

El contenido total de ceniza de la jalea real es de aproximadamente 0.8- 3.0 % del peso fresco
0 de 2 a 3 % del peso seco (Garcia-Amoedo y De Almeida-Muradian, 2007). Los principales
elementos minerales en la JR (en orden descendente) son: K, Ca, Na, Zn, Fe, Cu y Mn; otros
elementos traza presentes en la JR son Al, Ba, Sr, Bi, Cd, Hg, Pb, Sn, Te, Tl, W, Sb, Cr, Ni, Ti, V,
Co y Mo (Stocker et al., 2005).

Vitaminas

Las vitaminas que muestran los valores mas uniformes son riboflavina, tiamina, niacina y acido
folico, mientras con mayores variaciones se encuentran piridoxina, biotina, acido pantoténico
(Presoto et al., 2004). Sélo trazas de vitamina C estan presentes en la JR, mientras que las vitaminas

solubles, como la vitamina A, D, E y K estan ausentes (Presoto et al., 2004).

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA JR EN LA REPRODUCCION

El uso de esta sustancia en humanos, como tratamiento farmacologico para mejorar la fertilidad
estd ampliamente documentado (Lewis, 2004; Abdelhafiz y Muhamad, 2008). En ratas, la JR puede
disminuir sintomas peri-menopausicos, desequilibrio hormonal y osteoporosis (Hidaka et al.,
2006). Los efectos farmacolodgicos de la JR son similares a los causados por estrogenos, y es posible
que sean debidos a la interaccion de algunos acidos grasos de la JR con algunos receptores de

estrégenos (Moutsatsou et al., 2010).



Accidn en el eje reproductivo

Existe evidencia de que la administracion de JR puede tener accion directa en el eje hipotalamo—
hipdfisis-ovario (modelo roedor ovariectomizado), al normalizar el estado neuroendocrino, a través
de la modulacion de los sistemas dopamina y serotonina (Salem, 2013). Entre los componentes de
la JR, los posibles candidatos, responsables de los efectos reportados en el sistema reproductivo,
se encuentran algunos acidos grasos (Suzuki et al., 2008). La JR puede favorecer el desarrollo de
oocitos ovinos (Abd-Allah, 2012), disminuir la apoptosis y mejorar el desarrollo de blastocistos in
vitro (Valiollahpoor et al., 2016).

Actividad estrogénica

El consumo de JR disminuye la presentacion de sintomas menopausicos en diferentes modelos
animales, lo que sugiere que la JR tiene una actividad estrogénica (Mishima et al., 2005a; Mishima
et al. 2005b; Suzuki et al., 2008). Mishima et al. (2005a), al evaluar la habilidad de la JR para
competir por receptores a estrogenos Ea y Ep in vitro, encontraron que la afinidad por ambos tipos
de receptores es similar, pero inferior a la mostrada por dietilestebestrol. Adicionalmente, la JR
estimula la expresion de otros genes en respuesta a estrogenos como el pS2 (su transcripcién es
estimulada por estrégenos en algunas lineas de cancer mamario en humanos) y VEGF (Factor de
crecimiento vascular endotelial), al incrementar su transcripcion en cultivo celular (MCF-7).
También se reporta que estimula la proliferacion celular (Mishima et al., 2005a).

Estudios in vivo con ratas ovariectomizadas muestran que la deficiencia de estrégenos va
acompafada de la disminucion en la expresion de VEGF en el Gtero y cerebro. Al realizar estudios
in vivo con el modelo rata ovariectomizada, la aplicacion subcutanea de JR restauro la expresion
de VEGF en el utero. Es posible que las sustancias estrogenicas de la JR no son capaces de traspasar
la barrera hemato-encefalica, y por tanto solo actdan en 6rganos periféricos (Mishima et al., 2005a).

Suzuki et al. (2008) y Moutsatsou et al. (2010), identificaron cuatro posibles candidatos que
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interactaan con el recepto EB: 10H2DA (acido10-hidroxi-decanoico), 10HDA (&cido 10-hidroxi-
2-decenoico), 2DEA (acido trans-2-decenoico) y 24MET (24 metilencolesterol). EI 24MET
constituye 49 a 58% de los esteroles presentes en la JR (Svoboda et al., 1986). 10H2DA y 10HDA
son los dos acidos grasos mas caracteristicos de la JR (usados para autentificar este producto),
juntos representan de 60 a 80 % de los acidos organicos de la JR. 2DEA se encuentra presente en
menor cantidad (Lercker et al., 1982). Se ha reportado que 10H2DA tiene efectos antibacterial,
antitumoral, y actividades similares a la insulina (Pavel et al., 2011). 10H2DA y 10HDA también
promueven la produccion de colageno en los fibroblastos de la piel (Koya-Miyata et al., 2004).

Administracion de jalea real para mejorar las caracteristicas reproductivas del macho

En estudios realizados con roedores machos, la administracion de JR puede incrementar la
produccidn de testosterona (Kohguchi et al., 2004). La suplementacién con JR mejora la motilidad
espermatica en ratones (Zahmatkesh et al., 2014). En conejos, disminuye los efectos adversos
causados por estrés caldrico (Elnagar, 2010). La adicion de 0.4% de JR al medio de capacitacion
espermatica mejora la integridad acrosomal, motilidad espermatica y tasa de fertilizacion de
ovocitos de bufalo in vitro (Abd-Allah, 2012); la adicion de diferentes porcentajes de JR (0.5, 1.0
1.5y 2.0 %) en el medio de dilucion de semen de carnero mejora la viabilidad, motilidad y
velocidad progresiva (Moradi et al., 2013).

Administracion de JR en protocolos de sincronizacion de estros en ovejas

La administracion de JR (250 mg d1) por via oral o intramuscular a ovejas Awassi por 12 dias
(durante el protocolo de sincronizacion de estros), acort6 el tiempo de inicio del estro (31 + 2.6 h),
en comparacion con las ovejas del grupo testigo (45 + 5.4 h), e incremento el nimero de ovejas
que respondieron a la sincronizacion a 80 %, con respecto al 40 % en el grupo testigo (Husein y
Kridli, 2002). Kridli et al. (2003), reportan que con la administracion de 250 g d* de JR, por via

oral por 12 d incrementa el porcentaje de ovejas con signos de estro (p < 0.05) en comparacion con
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el grupo testigo (80 vs 40 %), ademas, el porcentaje de ovejas gestantes tambien mejord con la
administracion de JR (60 % vs 20 %).

La aplicacion de tres diferentes dosis de JR (250, 500 750 mg) por via oral, durante un protocolo
de sincronizacién de estros (12 dias), mostrd que no existen diferencias entre las tres diferentes
dosis para la variable inicio de estro (Kridli y Al-Khetib, 2006). Las dosis de 500 y 750 mg
mejoraron el tiempo de inicio a estro (49.6 + 7 y 49.0 + 8), en comparacion con las ovejas que no
recibieron JR (59.6 £ 7). Los resultados obtenidos con las dosis de 500 y 750 mg de JR en
comparacion con la administracion de una dosis de 600 Ul de eCG, no mostraron diferencias para
las variables: inicio de estro, porcentaje de gestacion y prolificidad (Kridli y Al-Khetib, 2006). Al
comparar la respuesta de un protocolo de sincronizacion de estros en ovejas Awassi, con la
aplicacion de 12 dosis de JR de 400 mg d (por via oral), o la aplicacion de 500 Ul de eCG, se
encontré resultados similares entre ambos tratamientos para las variables: respuesta a la
sincronizacién, fertilidad o prolificidad, por lo que se considera que la JR es una alternativa al uso
de eCG en ovejas de lana (Husein y Haddad, 2006).

Mostafa et al. (2008) encontraron que la aplicacion de JR durante 21 dias (inicio del tratamiento
con JR al dia 15 postparto) reduce los dias entre el parto y el primer estro (33.30 £ 0.57 vs 44.80 +
0.4) en ovejas Ossimi. La duracidon del estro se increment6 10 h en promedio en las ovejas tratadas
con JR (41 £ 0.42 vs 31 £ 0.31 h), posiblemente debido a la que la JR incrementa el nimero de
foliculos en crecimiento, asi como los niveles de estradiol plasmatico, necesarios para que la oveja
manifieste signos de estro.

CONCLUSIONES

La JR ha demostrado ser una sustancia capaz de mejorar la respuesta reproductiva en diferentes

especies. Estudios realizados con ovejas muestran que la administracion de JR puede mejorar

algunas variables reproductivas, por lo que es una alternativa de origen natural.
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CAPITULO Il. JALEA REAL Y SU EFECTO EN LA SINCRONIZACION DE ESTROS EN
OVEJAS DE PELO

RESUMEN

La jalea real (JR) la secretan abejas obreras por las glandulas craneales y es benéfica, para el aparato
reproductivo de diferentes especies. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dos dosis
de JR (0.5y 1.0 g por 3 d) al final de un protocolo de sincronizacion de estros, bajo la hipétesis de
que la JR puede mejorar la respuesta reproductiva en ovejas de pelo. Las ovejas se sincronizaron
con CIDR (Controled Interal Drug Release) por 9 d y recibieron una dosis de prostaglandina F»,
(PGF2.) el dia siete del protocolo. El disefio experimental fue completamente al azar y los
tratamientos fueron asignados al azar a 79 ovejas: CIDR (testigo; n=20), CIDR + eCG (300 IU;
n=20), CIDR + 0.5 g JR (n=20) y CIDR + 1.0 g JR (n=19). La JR se administré via intramuscular
los dias 7, 8 y 9 del protocolo de sincronizacion. Las variables respuesta de estro, retorno a estro y
porcentaje de gestacion, se analizaron con el modelo de regresion logistica; el inicio del estro con
el método de tiempos de vida de Long Rank; y la fecundidad y prolificidad se analizaron por
regresion Binomial Negativa. El tiempo al inicio del estro fue menor con eCG (21.1 £2.3) y
después con JR 1.0 g (30.9 + 1.2). El porcentaje de gestacion, prolificidad y fecundidad fue similar
en todos los tratamientos. La administracion de un g de JR tres veces al final de un protocolo de
sincronizacién acorta el tiempo de inicio al estro. El porcentaje de ovejas gestantes, fertilidad o
prolificidad en ovejas tratadas con 0.5y 1.0 g de JR por tres dias es similar al obtenido con una
dosis de 300 Ul de eCG

Palabras clave: Oveja, jalea real, eCG, CIDR, estro, manejo reproductivo.

ABSTRACT
Royal jelly (JR) is secreted by the cephalic glands of working bees and is beneficial for the

reproductive apparatus of different species. The objective of this study was to evaluate the effect
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of two doses of JR (0.5 and 1.0 g per 3 d) at the end of an estrus synchronization protocol. The
hypothesis was that the JR can improve the reproductive response in hair sheep. Sheeps were
synchronized with CIDR (Controlled Interal Drug Release) for 9 d and received a dose of
prostaglandin F2a (PGF2a) on day 7. The experimental design was completely randomized and
treatments were randomized to 79 sheep: CIDR (N = 20), CIDR + eCG (300 IU; n = 20), CIDR +
0.5gJR (n=20) and CIDR + 1.0 g JR (n =19). JR was administered intramuscularly on days 7, 8
and 9 of the synchronization protocol. The variables of estrus response, estrus return and gestation
percentage were analyzed with the logistic regression model, beginning of estrus was performed
using the Long Rank method, fecundity and prolificacy (P [J 0.001), the lowest time was obtained
with eCG (21.1 £+ 2.3) and then with JR 1.0 g (30.9 + 1.2). The percentage of gestation, prolificacy
and fecundity was similar among all treatments. One g of JR three times at the end of a
synchronization protocol shorten the time from onset to estrus. The percentage of pregnant sheep,
fertility or prolificacy in sheep treated with 0.5 and 1.0 g of JR for three days is similar to that
obtained with a dose of 300 IU of eCG

Key words: Sheep, royal jelly, eCG, CIDR, estrus, reproductive management.

INTRODUCCION

El desarrollo de protocolos de sincronizacion de estros permite manipular los eventos
reproductivos con métodos naturales y hormonas exdgenas (Abecia y Forcada, 2011), efectos
socio-sexuales (Martin y Kadokawa, 2006), o su combinacion. Sin embargo, el uso de hormonas
se cuestiona en algunos paises. Un caso es la gonadotropina coridnica equina (eCG), que se usa en
protocolos de sincronizacion para promover el crecimiento folicular, y no esta permitida en EE.UU.

y paises de la unién europea (Abecia y Forcada, 2011). Ademas, administraciones repetidas de
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eCG conducen a la produccion de anticuerpos anti-eCG, con lo que disminuye su efectividad
(Bodin et al., 1997; Hervé et al., 2004).

La jalea real (JR) es secretada por las glandulas cefalicas de las abejas obreras jovenes, es el
componente mas importante de la dieta de las larvas y su consumo determina la diferenciacion de
castas (Kamakura, 2011). EI consumo de JR mejora la fertilidad en humanos (Abdelhafiz y
Muhamad, 2008), conejos macho (Elnagar, 2010) y ratas macho (Hassan, 2009). La adicion de 0.4
% de JR al medio de capacitacion espermatica mejora la integridad acrosomal, motilidad
espermatica y tasa de fertilizacion de ovocitos de bdfalo in vitro (Abd-Allah, 2012); la adicion de
0.5, 1.0, 1.5 0 2.0 % de JR en el medio de dilucién de semen de carnero mejora la viabilidad,
motilidad y velocidad progresiva (Moradi et al., 2013). En ovejas de lana, la aplicacion de esta
sustancia acorta el tiempo de inicio de estro y mejora la proporcion de ovejas que exhiben signos
de estro (Husein y Kridli, 2002), por lo que el uso de JR puede ser una alternativa natural al uso de
hormonas exdgenas. Con base en lo anterior, el propoésito de este estudio fue evaluar la aplicacion
de dos dosis diferentes de JR via intramuscular, en un protocolo de sincronizacion de estros en
ovejas de pelo, bajo la hipdtesis de que la JR puede mejorar la respuesta reproductiva en ovejas de

pelo.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion
El estudio se realiz6 de junio a diciembre de 2014, en el Laboratorio de Reproduccion en Ovinos
y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, en el Estado de México,
en 19°29’ N y 98°53” O, a 2250 m de altitud, en clima templado subhimedo con lluvias en verano

(Garcia, 1988).
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Animales experimentales

Para este estudio se usaron 79 ovejas de pelo, edad de 4.1 + 0.9 afios y peso promedio de 55 +
10.2 kg; ademas fueron desparasitadas (Closantel®, 10 mg kg, Chinoin) y recibieron una dosis
de selenito de sodio (0.25 mg kg™t Mu-se ®, Schering-Ploug) 30 d antes de iniciar el experimento.
El manejo profilactico de los 10 carneros usados para detectar estros y montar a las ovejas, fue
similar al de las ovejas, y se les evaluo la libido y calidad del semen.

Alojamiento y alimentacion

Las ovejas permanecieron en corrales de 40 m? de provistos de sombra y sol, comederos y agua
a libre acceso, respetando su espacio vital.

Las ovejas recibieron una dieta que cubria sus requerimientos nutricionales. El alimento
proporcionado fue 1.0 kg oveja de heno (70 % heno de avena, 30 % heno de alfalfa) por la mafiana
(8:00 am) y 0.5 kg oveja™* de concentrado comercial (15 % proteina cruda y 2.5 Mcal EM) por la
tarde (4:00 pm).

Jalea real

La JR se obtuvo de la empresa Miel-hitaa® (Oaxaca) y se mantuvo a -20 °C hasta su uso. Los
dias 7, 8 y 9 del experimento se diluyo (0.5 g mL™) en solucion salina fisiolégica 0.9 % (Pisa ®
Farmacéutica), para facilitar su administracién intramuscular a las ovejas.

Protocolo de sincronizacion

La sincronizacion de estros en todas las ovejas se realizé con la insercion de un dispositivo
intravaginal de liberacion de progesterona con 0.3 g (CIDR, Zoetis®) los dias 0 a 9 del protocolo.
El dia 7 después de colocar el CIDR, todas las ovejas recibieron 5 mg de trometamina de dinoprost
(prostaglandina F»,, Zoetis®). Las ovejas del tratamiento CIDR + eCG recibieron 300 Ul de eCG,

via IM, 48 h antes de retirar el CIDR. Las ovejas del tratamiento CIDR + JR 0.5 g recibieron 1 mL
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de la solucion de JR, y las ovejas del tratamiento CIDR + JR 1.0 g recibieron 2 mL de la solucién
de JR, por via IM.
Disefio experimental y tratamientos

El disefio experimental fue completamente al azar y los tratamientos fueron:

Tratamiento 1: (CIDR; testigo n=20): sincronizacion de estro con dispositivo intravaginal de
liberacion de progesterona (CIDR, Zoetis), por 9 d, y aplicacion de prostaglandina Fzq (PGF2y), el
dia 7 después de la insercion de CIDR.

Tratamiento 2: (CIDR + eCG; n=20): T1 + administracion de 300 IU de eCG 48 h antes del
retiro del CIDR.

Tratamiento 3: (CIDR + JR 0.5; n=20): T1 + la aplicacién de 1.5 g de JR (50 % de la dosis
menor reportada en ovejas de lana por Husein y Kridli, 2002), dividida en tres dosis iguales de 0.5
g, administrada a las ovejas - 48, -24 y 0 h del retiro del CIDR.

Tratamiento 4: (CIDR + JR 1.0; n=19): T1 + administracion de 3.0 g de JR (dosis reportada por
Husein y Kridli, 2002), dividida en tres dosis iguales, administrada a las ovejas - 48, -24 y 0 h del
retiro del CIDR.

Deteccion de estros

La deteccidn de estros se realiz6 cada 4 h después del retiro del CIDR, durante 30 min, con un
carnero provisto de mandil. Las ovejas que manifestaron signos externos de estro se separaron del
grupo para recibir monta natural. Doce h después de la primera monta cada oveja recibié una
segunda monta. El retorno al estro se determiné al exponer a las ovejas a un carnero con mandil

por 30 min cada 12 h, durante el siguiente ciclo estral (20 dias posteriores al estro inducido).
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Diagnostico de gestacion
Se consider6 como ovejas gestantes al dia 20 a aquellas que no retornaron a estro en el ciclo
posterior al estro inducido. Al dia 50 post inseminacion se realizé diagndstico de gestacion por
ecografia abdominal, 50 d después del servicio, con un equipo portatil USM CTS- 900 y un
transductor convexo de 3.5-7 Mhz (Shantou Institute of Ultrasonic Instruments).
Variables evaluadas
Respuesta a estro: porcentaje de ovejas que mostraron signos externos de estro. Inicio de estro:
tiempo transcurrido (h) a partir del retiro del CIDR, hasta la manifestacion de signos de estro.
Retorno a estro: porcentaje de ovejas que mostraron signos de estro durante el periodo evaluado
después de la monta natural. Porcentaje de gestacion: nimero de ovejas que resultaron positivas al
diagnostico de gestacion que no retornaron a estro, multiplicado por 100. Fecundidad. NUmero de
corderos nacidos entre el nimero total de ovejas en el tratamiento. Prolificidad. Numero de
corderos nacidos respecto al nimero de ovejas paridas de cada tratamiento.
Anélisis estadistico
El anélisis estadistico se realizd con el software SAS 9.3 (SAS, 2012). El anélisis para inicio de
estro se realizd con el método de tiempos de vida de Long Rank, con el procedimiento LIFETEST
de SAS. Las diferencias entre tratamientos se determinaron con la prueba de Bonferroni. Las
variables respuesta de estro, retorno a estro y porcentaje de gestacion, se analizaron con el modelo
de regresion logistica usando la rutina PROC LOGISTIC. Para el analisis de fecundidad y

prolificidad, se utilizé regresién Binomial Negativa, con el procedimiento GENMOD.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta a sincronizacion e inicio al estro
La respuesta a estro en los tratamientos T1, T2 y T3 fue de 100 % y de 94.1 % para T4. Este
resultado mostro la eficiencia del protocolo de sincronizacion con CIDR y una dosis de PGFa,
para homogenizar el estado ovarico de las ovejas (Cuadro 1).
Cuadro 1. Porcentaje de ovejas de pelo que manifestaron estro y tiempo de inicio de éste
durante un protocolo de sincronizacion de estros con la aplicacion de dos dosis

diferentes de jalea real (JR).

Tratamiento (n) Respuesta a estro (%) Inicio al estro (h)
T1: CIDR 20 100 36.142.6°
T2: CIDR + eCG 20 100 211423
T3: CIDR+0.59gJR 20 100 33.6+ 2.1bc
T4:CIDR+1.0gJR 19 94.7 2902 + 1.3b

&b ¢ Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.001). T=
tratamiento; CIDR= Controled Internal Drug Release.

El tiempo de inicio a estro fue diferente (p < 0.001) entre tratamientos (Cuadro 1). EI menor
tiempo de respuesta se obtuvo con la aplicacion de 300 Ul de eCG (T2), seguido del obtenido en
el grupo JR 1.0 (T4), no se encontraron diferencias entre los tratamientos CIDR (T1) y JR 0.5 g
(T3). En ovejas Awassi, la administracion de 12 dosis de 250 mg de JR (dosis total 3.0 g) por via
oral (capsulas) o IM (Husein y Kridli, 2002) acorto el tiempo de inicio a estro (31.9 + 4y 31.7 +
3.7 h, respectivamente), en comparacion con el grupo que no recibid JR (45 £ 5.6), este resultado

es similar al encontrado en este estudio con la dosis de 1.0 g de JR por via IM. El tratamiento con
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la dosis de 0.5 g de JR utilizado en este estudio no modificd el tiempo de inicio de estro, por lo que
es posible que la dosis y duracién del tratamiento fuera insuficiente para modificar esta variable.

En este estudio, las ovejas que recibieron eCG mostraron signos de estro en un menor tiempo
(21.1 £2.3), lo cual difiere de lo reportado por otros investigadores, de un tiempo de inicio a estro
de 29.3 £+ 2.2 (Husein y Ghozlan, 2007) y 29.8 + 2.1 (Husein y Haddad, 2006), con una dosis de
500 Ul de eCG en ovejas Awassi. Al respecto, la eCG tiene actividad similar a FSHy LH (Murphy,
2012) por lo que es capaz de promover el crecimiento folicular, la produccion de estradiol y un
menor tiempo de inicio a estro (Abecia y Forcada, 2011). La JR también exhibe actividad
estrogénica, mediada por la interaccion con los receptores de estrogenos, modifica la expresion
génica y proliferacion celular in vivo e in vitro (Mishima et al., 2005), lo cual podria explicar el
menor tiempo de inicio a estro en las ovejas a las que se les administré 1.0 g de JR d?, en
comparacion con aguellas del grupo CIDR (T1). La administracion de JR a ovejas sincronizadas
con CIDR permitié homogenizar la respuesta a estro (Figura 1) y facilita la inseminacion artificial
a tiempo fijo.

Retorno a estro y porcentaje de gestacion

El porcentaje de ovejas que retornaron a estro no fue diferente (p > 0.05) entre tratamientos
(Cuadro 2), lo cual puede estar relacionados con las fallas en la ovulacién, fertilizacién, o
implantacion embrionaria (Bari et al., 2003); asi como a factores inherentes al embrion, como
anormalidades cromosémicas; o relacionadas con el ambiente uterino, por una inadecuada funcién
del CL (Bilodeau-Goeseels y Kastelic, 2003), y puede explicar el resultado similar entre

tratamientos.
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Figura 1. Curvas de supervivencia de tiempo de inicio al estro en ovejas de pelo sincronizadas con
CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

No hubo diferencias en porcentaje de gestacion al dia 20 y 50 después de inseminar. Se observé
disminucion numérica de ovejas gestantes al dia 50 en todos los tratamientos (Cuadro 2, lo cual
sugiere la existencia de muerte embrionaria tardia o muerte fetal, tal como se observo en ovejas de
lana (Dorset y Suffolk), entre el dia 25 y 45 de la gestacion el 3.8 % de las ovejas pierden uno o
mas embriones, valor que se increment6 a 6.2 % entre los dias 45 a 65 (Dixon et al., 2007). Los
anteriores resultados estuvieron asociados a tasa ovulatoria y concentraciones de estradiol elevadas
en el dia 25 de la gestacion. De las ovejas consideradas como gestantes al dia 20,en T1y T2,5 %
resultd negativo al diagndéstico realizado al dia 50, lo cual es similar al reportado por Dixon et al.
(2007) para pérdidas embrionarias tardias y fetales. A su vez, en las ovejas tratadas con JR el
porcentaje de ovejas gestantes al dia 50 disminuyé en 10 % para T3y 21.1 % para T4, valor que

difiere a lo reportado por Husein y Haddad (2006).
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Cuadro 2. Porcentaje de retorno al estro y gestacion en ovejas de pelo sincronizadas con

CIDR y administracion de dos dosis de JR via IM.

Tratamiento Ovejas en  Retorno a estro Ovejas gestantes d 201 Ovejas gestantes d 507
estro(n) () (%) (n (%) (n) (%)

T1: CIDR 20 3 15 17 85 16 80

T2: CIDR+eCG 20 7 35 13 65 12 60

T3: CIDR+0.5¢gJR 20 7 35 13 65 11 55

T4: CIDR+1.0gJR 18 1 55 16 84.2 12 63.1

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T= tratamiento; CIDR= Controled Internal Drug
Release. TDeterminada por no retorno a estro. 'Determinada por ecografia.

Kridli et al. (2003) reportan que la administracion a ovejas Awassi de 3.0 g de JR, dividida en
12 dosis iguales por via oral, incrementa el porcentaje de gestacion a 60 %, en comparacion con el
20 % de gestacion en el grupo testigo (p < 0.10). Husein y Haddad (2006) mencionan que la
administracion de 12 dosis de JR de 400 mg d*%, via IM, disminuyd el porcentaje de retorno a estro
(28.6 %) y aumentd el porcentaje de gestacion (71.4 %), en comparacion con el grupo testigo (57.1
y 42.9 %, respectivamente). Ademas, el resultado obtenido con la aplicacion de JR fue similar al
producido por eCG (14.3 y 85.7 %; Husein y Haddad, 2006). Los resultados anteriores sugieren
que la dosis de 0.5 g y el periodo de aplicacion de JR fueron insuficientes para lograr un efecto
positivo en estas variables. La dosis de 3.0 g, similar a la reportada en ovejas Awassi (Husein y
Kridli, 2002; Kridli et al., 2003) tampoco incrementd el porcentaje de gestacion, e indica que la
dosis y periodo de tratamiento con JR en este estudio fueron insuficientes para mejorar la respuesta

en estas variables.
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Fecundidad y prolificidad

La fecundidad y prolificidad no fueron estadisticamente diferentes (p > 0.05) entre tratamientos
(Cuadro 3). Kridli et al. (2003) reportan una fecundidad de 1.0+ 0.15, idéntica a la del grupo testigo,
con la aplicacién de 3.0 g de JR administrada en 12 dosis iguales, por via oral. Husein y Haddad
(2006) tampoco encontraron diferencias para fecundidad entre los tratamientos de JR (0.9 £0.2) y
la administracion de eCG (1.2 £ 0.2), por lo que sugieren que el efecto de la administracion de JR
es similar al producido por eCG.
Cuadro 3. Fecundidad y prolificidad en ovejas de pelo sincronizadas con CIDR vy

administracion de dos dosis de JR via M.

Ovejas paridas Corderos Fecundidad Prolificidad
Tratamiento

(n) (%) nacidos
T1: CIDR 16 80 29 1.3 1.7£0.1
T2: CIDR+eCG 12 60 23 1.2 1.740.1
T3: CIDR+0.5¢gJR 11 55 17 1.0 1.7£0.2
T4: CIDR+1.0gJR 12 63.1 22 0.9 1.6+0.0

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T= tratamiento; CIDR= Controled Internal Drug
Release.

La prolificidad esta relacionada con la tasa de ovulacion (Scaramuzzi et al., 2011), la cual puede
ser influida por factores genéticos (Davis, 2005) y ambientales, como la nutricién (Ashworth et al.,
2009), por lo que es altamente variable entre razas y condiciones de manejo. Uno de los efectos
reportados con la administracion de la eCG es el incremento en tasa de ovulacion (Murphy, 2012)

y prolificidad (Abecia y Forcada, 2011). Sin embargo, Husein y Haddad (2006) y Kridli y Al-
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Khetib (2006) no reportan diferencias estadisticas para prolificidad entre ovejas tratadas con eCG

0 JR ( Kridli y Al-Khetib, 2006).

CONCLUSIONES

La administracion de 1.0 g de JR disminuye el tiempo de inicio del estro y no afecta el porcentaje
de ovejas gestantes, fertilidad o prolificidad, de manera similar al obtenido con gonadotropina
corionica equina (eCG), por lo cual el uso de jalea real es una opcién para lograr una produccion

animal limpia.
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CAPITULO IIl. RESTRICCION DEL AMAMANTAMIENTO Y ADMINISTRACION DE

JALEA REAL EN OVEJAS DE PELO

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar dos modalidades de amamantamiento y aplicacién de jalea
real (JR), en ovejas pelibuey postparto. El disefio experimental fue completamente al azar con
arreglo factorial de dos niveles de amamantamiento: continuo y controlado; y dos niveles de JR:
con JR 6 sin JR. Se utilizaron 48 ovejas de la raza pelibuey, con promedio de 3 partos, distribuidas
en cuatro tratamientos de 12 ovejas cada uno. El control del amamantamiento inicié al dia 10
postparto (PP), y al d 21 PP a todas las ovejas se les colocd un dispositivo intravaginal con
progesterona CIDR (Controled Interal Drug Release) que permanecid por nueve d. Al dia 27 PP,
se administro prostaglandina a todas las ovejas. La JR se administr6 intramuscularmente (1.0 g d’
1 los nueve d del tratamiento con progesterona. El peso de ovejas y corderos se analizd con
medidas repetidas; la respuesta de estro, retorno y porcentaje de gestacion, con regresion logistica;
inicio y duracion del estro, con tiempos de vida de Long Rank; fecundidad y prolificidad por
regresion Binomial Negativa. La ganancia de peso de los corderos fue diferente entre tratamientos
(p < 0.05). 97.9 % de las ovejas respondieron al protoclo de induccion del estro. La duracién del
estro fue mayor (p <0.05) con JR (51.1 + 2.2 hy 47.6 + 2.5 h). El inicio al estro, retorno, tasa de
ovulacion, paricion, fecundidad y prolificidad fueron similares (p > 0.05) entre tratamientos. Al d
35 PP, se gestaron 50 % de las ovejas y 81 % al d 55 PP. Nueve aplicaciones de 1.0 g de JR
incrementaron la duracion del estro en ovejas pelibuey, por lo que el efecto de esta sustancia podria
ser aprovechado en protocolos de manejo reproductivo.

Palabras clave: oveja, jalea real, amamantamiento controlado, postparto, induccion de estros.
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate two suking modalities and application of royal jelly
(JR), in postpartum pelibuey sheep. The experimental design was completely randomized with
factorial arrangement of two levels of suckling: continuous and controlled; And two levels of JR:
with and without. 48 pelibuey ewes, with an average of 3 parturition, were distributed in four
treatments of 12 sheep each. Control sucking started at day 10 postpartum (PP), and at d 21 PP all
the ewes recived an intravaginal device with progesterone CIDR (Controlled Interal Drug Release)
that remained for nine d. At day 27 PP, prostaglandin was administered to all sheep. The JR was
administered intramuscularly (1.0 g d-1) at nine d of the progesterone treatment. The weight of
sheep and lambs was analyzed with repeated measures; estrus response, return and percentage of
gestation, with logistic regression; onset and duration of estrus, with life times of Long Rank;
fecundity and prolificacy by negative binomial regression. The weight gain of the lambs was
different between treatments (p < 0.05). 97.9% of the sheep responded to the protocol of induction
of estrus. The duration of estrus was greater (p < 0.05) with JR (51.1 £2.2 hand 47.6 £ 2.5 h). The
onset of estrus, return, ovulation rate, parity, fecundity and prolificacy were similar (p > 0.05)
between treatments. At d 35 PP, 50% of the sheep were born and 81% at 55 d. Nine applications
of 1.0 g of JR increased the duration of estrus in pelibuey sheep, so the effect of this substance
could be used in reproductive management protocols.

Key words: Sheep, royal jelly, controlled breastfeeding, postpartum, estrus induction

INTRODUCCION

En la produccion ovina, es posible mejorar la produccion de corderos al mejorar las variables
reproductivas. Acortar el intervalo entre partos y reestablecer la actividad reproductiva ciclica lo
mas pronto después del parto, para que la oveja vuelva a quedar gestante es uno de los retos en
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manejo reproductivo (Ungerfeld y Sanchez-Davila, 2012; Ascari et al., 2016). EI amamantamiento
es uno de los principales estimulos que disminuye la actividad reproductiva durante el anestro
postparto (Ronquillo et al., 2008), al inhibir, en el hipotdlamo via los opioides enddgenos, la
secrecion de la GnRH (Arroyo et al., 2009). En ovejas, reducir el amamantamiento y el contacto
de la oveja con el cordero, a dos periodos de 30 min por dia, reduce el intervalo parto primera
ovulacion (Morales et al., 2004). Por consiguiente, la estrategia de amamantamiento controlado es
una alternativa viable para reactivar el eje reproductivo después del parto (Ronquillo et al., 2008),
sin afectar el crecimiento de los corderos (Pérez-Hernandez et al., 2009).

Entre las estrategias de manejo reproductivo “limpias, verdes y éticas” utilizadas en ovinos
durante el periodo postparto se encuentran la restriccion del amamantamiento y el uso de efectos
socio-sexuales (efecto macho), en conjunto con el uso combinado de nutricion focalizada o
estratégica (Martin, 2009), con suplementos que contenga compuestos bioactivos (Delgadillo y
Martin, 2015) o modifiquen las concentraciones de hormonas metabolicas (Scaramuzzi et al.,
2006) para mejorar el desemperio reproductivo (Martin et al., 2004; Vifoles et al., 2009; Gutierrez
et al., 2011). La jalea real (JR) es una sustancia secretada por las glandulas craneales de abejas
obreras (Apis mellifera) que administrada a diferentes especies como: conejos (Elnagar, 2010),
ratas (Salem, 2013) y ovejas (Husein y Haddad, 2006) puede mejorar las caracteristicas
reproductivas (Pavel et al., 2011). En ovejas Awassi, se report6 un efecto positivo de la aplicacion
de JR por via oral o intramuscular en las variables reproductivas como incidencia de estro, tiempo
de inicio de estro y tasa de gestacion (Husein y Kridli, 2002). El uso de JR también ha mostrado
resultados positivos al ser aplicada durante el periodo postparto (Mostafa et al., 2008), al disminuir
el intervalo entre el parto y el reinicio de la actividad ovarica. No se conoce si al administrarla a
ovejas puede potencializar los efectos benéficos observados con la restriccion del amamantamiento

a periodos cortos del dia. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar dos modalidades
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de amamantamiento y la aplicacion de nueve dosis de 1.0 g de JR en ovejas pelibuey en el postparto
temprano, durante un protocolo de induccién al estro con CIDR. La hipotesis planteada fue que la
JR y el control del amamantamiento pueden mejorar la respuesta a un protocolo de induccion de

estros en el postparto.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El estudio se realiz6 de diciembre de 2014 a junio de 2015 en el Laboratorio de Reproduccion
en Ovinos y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, estado de
México, localizado en las coordenadas 19°29° N y 98°53” O, a una altitud de 2250 m, en un clima
templado subhimedo con lluvias en verano (Garcia, 1988).

Animales experimentales

Para este estudio se usaron 48 ovejas pelibuey paridas, edad de 4.1 £ 1 afios, 3 + 1 partos y peso
promedio al parto de 61.4 £ 9.9 kg. Durante la gestacion las ovejas se mantuvieron aisladas de los
sementales. Las ovejas se desparasitaron con Closantel® (10 mg kg (Chinoin) y recibieron 0.25
mg kg de selentito de sodio (Mu-se ®, Schering-Ploug), como parte del manejo profilactico, un
mes previo al parto. EI manejo profilactico de los 10 carneros utilizados para detectar estros y
aparear a las ovejas fue similar al de las ovejas. Ademas, los carneros fueron evaluados de libido y
calidad seminal.

El protocolo de manejo de los corderos recién nacidos incluyé desinfeccion del ombligo con
una solucion de yodo metélico al 5 %, aplicacion de 2 mL de Metabolase® (Laboratorio Schutze-
Segen) y administracion de selenito de sodio (0.25 mg kg™ Mu-se ®, Schering-Ploug), ambos por

via subcutanea. Todos los corderos recibieron alimento iniciador (con 20% de PC y 2.7 Mcal de
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EM) a partir del dia 10 después del nacimiento y se mantuvieron en corrales provistos de comedero
y agua a libre acceso.
Alojamiento y alimentacion

Las ovejas de cada modalidad de amamantamiento (n=24) permanecieron en un corral de 40
m?, provisto de sombra y sol, comederos y agua a libre acceso, respetando su espacio vital. Las
ovejas recibieron una dieta que cubria sus requerimientos nutricionales. El alimento proporcionado
fue 1.0 kg oveja* de heno (70 % heno de avena, 30 % heno de alfalfa) por la mafiana (8:00 am) y
0.5 kg oveja* de concentrado comercial (15 % proteina cruda y 2.5 Mcal EM) por la tarde (4:00
pm).

Amamantamiento

Todas las ovejas y sus respectivos corderos permanecieron juntos desde el momento del
nacimiento hasta el dia diez después del parto, cuando las ovejas y sus corderos se asignaron al
azar a una de dos modalidades de manejo: Amamantamiento continuo (n = 24) que consistié en
mantener juntos a las ovejas y sus respectivos corderos, hasta el momento del destete, y
Amamantamiento controlado (n=24) en el que las ovejas permanecieron en contacto con los
corderos 30 min en la mafiana y 30 min en la tarde hasta el d 56, momento en que se realiz6 el
destete.

Jalea real

La JR para este estudio se obtuvo de la empresa Miel-hitaa® (Oaxaca) y se mantuvo a -20 °C
hasta su uso. La JR se diluyé (0.5 g mL™?) en solucion salina fisiologica 0.9 % (Pisa ®
Farmacéutica), para facilitar su administracion intramuscular (IM) a las ovejas de los tratamientos

T2 (ACJR) y T4 (ACJR).
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Disefio experimental y tratamientos

El disefio del protocolo experimental fue completamente al azar. Dos factores fueron evaluados
a dos niveles: amamantamiento (continuo y controlado) y aplicacion de JR (con y sin) en un arreglo
factorial 2*2, de esta combinacion se obtuvieron los cuatro tratamientos siguientes:

Amamantamiento continuo (AC; n=12): ovejas en amamantamiento continuo Yy
sincronizacion de estro con dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (CIDR, Zoetis),
por nueve dias, y aplicacion prostaglandina F2. (PGF2q), el dia 7 después de la insercion de CIDR.

Amamantamiento continuo con jalea real (ACJR; n=12): similar a AC + nueve aplicaciones
diarias de 1.0 g de JR, durante el tratamiento con progesterona.

Amamantamiento controlado (Ac; n=12): ovejas en amamantamiento controlado vy
sincronizacién de estro con dispositivo intravaginal (CIDR), por nueve dias, y aplicacion
prostaglandina F», el dia 7 después de la insercion de CIDR.

Amamantamiento controlado con jalea real (AcJR; n=12): similar a AR + nueve
aplicaciones diarias de 1.0 g de JR, durante el tratamiento con progesterona.

Protocolo de sincronizacion
La sincronizacion de estros se inicié el dia 21 PP (Figura 1), con la insercion de un dispositivo
intravaginal con 0.3 g de progesterona (CIDR, Zoetis®) por nueve dias (0 a 9 del protocolo). El
dia 27 PP, a las ovejas de todos los tratamientos se les administré 5 mg de trometamina de dinoprost
(prostaglandina F», Zoetis®) por via IM. Las ovejas de los tratamientos con jalea real,
Amamantamiento continuo + jalea real (ACJR) y Amamantamiento controlado + jalea real (AcJR),
recibieron nueve aplicaciones diarias de 1.0 g de JR (dilucion 0.5 g mL™) por via IM durante la

permanencia del CIDR.
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Figura 1. Esquema de protocolo experimental. AC= 24 h d*; Ac = dos periodos de 30 min d*. JR=

nueve dosis de 1.0 g d*. CIDR (controled Internal Drug reléase) por 9 d. TO = tasa de

ovulacion.
Deteccion de estros

La deteccidn de estros se realizo cada 4 h después del retiro del CIDR, durante 30 min, con un

carnero provisto de mandil. Las ovejas que manifestaron signos externos de estro se separaron del

grupo para recibir monta natural. Doce horas después de la primera monta, cada oveja recibié una

segunda monta. El retorno al estro se determind introduciendo un carnero con mandil al corral de

las ovejas por 30 min cada 12 h, durante el siguiente ciclo estral, 20 dias posteriores al estro

inducido.

Tasa de ovulacion

Todas las ovejas se evaluaron para conocer la tasa de ovulacion, 8 dias después de ser apareadas,
mediante ecografia trans-rectal con un equipo Sono Vet Pico (Medison®) y un transductor lineal

de 7.5 mHz.
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Diagnostico de gestacion

El diagnostico de gestacion de las ovejas se realizo por ecografia abdominal, al dia 80 PP, con
un equipo portatil USM CTS- 900 y un transductor convexo de 3.5-7 Mhz (Shantou Institute of
Ultrasonic Instruments).

Variables evaluadas

Cambio de peso de las ovejas durante el postparto: determinado semanalmente por el peso de
las ovejas de cada tratamiento, desde el dia del parto al dia 63 PP. Cambio de peso corporal de
corderos: determinado semanalmente por el peso de los corderos de cada tratamiento, del
nacimiento al d 63. Respuesta a estro: es el porcentaje de ovejas que mostraron signos externos de
estro. Inicio de estro: es el tiempo transcurrido (h) a partir del retiro del CIDR, hasta la
manifestacion de signos de estro. Duracion del estro: es el tiempo transcurrido en horas a partir del
inicio de estro al termino de estos (inmovilidad en presencia del macho, aceptar la monta). Tasa de
ovulacion: nimero de cuerpos lateos en ambos ovarios, observados por ecografia trans-rectal.
Retorno a estro: es el numero de ovejas que mostraron signos de estro durante el periodo evaluado
después de la monta natural con respecto al numero total de ovejas x 100. Ovejas gestantes al dia
35 PP: es el numero de ovejas que resultaron positivas al diagndstico de gestacidn y no retornaron
a estro después del protocolo de induccion, iniciado al dia 21 postparto, multiplicado por 100.
Ovejas gestantes al dia 55 PP: es el niUmero de ovejas que resultaron positivas al diagnostico de
gestacion, incluidas aquellas que retornaron al estro, multiplicado por 100. Numero de ovejas
paridas: son las ovejas paridas con respecto al total de ovejas en cada tratamiento x 100.
Fecundidad, nimero de corderos nacidos entre el numero total de ovejas en el tratamiento.
Prolificidad, es el numero de corderos nacidos respecto al nimero de ovejas paridas de cada

tratamiento.
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Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software SAS 9.3 (SAS, 2012). Se utilizé un disefio
completo aleatorizado con un arreglo 22, en el cual se incluyeron dos factores, A: ‘tipo de
amamantamiento’ y B: ‘aplicacion de JR’, cada uno a dos niveles, la combinacion entre los niveles
de ambos factores, generd los cuatro tratamientos.

Los cambios de peso corporal en ovejas y corderos se analizaron utilizando un modelo de
medidas repetidas, con el procedimiento MIXED/SAS. El andlisis para inicio y duracion del estro
se realizd utilizando la prueba de Long Rank, con el procedimiento LIFETEST/SAS. Las variables
de respuesta de estro, retorno a estro y nimero de ovejas gestantes, se analizaron con el modelo de
regresion logistica usando el procedimiento PROC LOGISTIC/SAS. Para el anélisis de tasa de
ovulacion, fecundidad y prolificidad, se utiliz6 regresién Binomial Negativa, con el procedimiento

GENMOD/SAS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cambio de peso de las ovejas durante el postparto
Se encontraron diferencias estadisticas (p > 0.05) para el cambio de peso de las ovejas entre
periodos de observacion (Figura 2). En este estudio, las ovejas de los cuatro tratamientos perdieron

peso durante la lactancia, al destete, las ovejas perdieron en promedio 3.5 kg de peso corporal.

=#= Amamantamiento continuo (AC)
66 == ACJR

=@= Amamantamiento controlado (Ac)

64
62
60

58

Peso corporal (kg)

56

1

Destete

54

52

50

Parto 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Dias postparto

Figura 2. Cambio de peso corporal en ovejas pelibuey postparto con dos modalidades de
amamantamiento y aplicacion de jalea real.

En las ovejas, un aporte insuficiente de energia reduce la fertilidad, provoca una menor
produccion de leche, reduccién del periodo de lactancia, pérdida de peso y mayor susceptibilidad
al parasitismo (Herrera et al., 2010). Las ovejas que se mantienen todo el dia con los corderos
suelen perder méas peso que aquellas en amamantamiento controlado (Pérez-Hernandez et al.,
2009). En el caso de existir un balance energético negativo, la oveja moviliza sus reservas
corporales para cubrir el requerimiento energético de mantencion y para las funciones productivas
de gestacion y lactancia (Herrera et al. 2010). Las ovejas alcanzan la maxima produccién de leche
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entre la tercera y cuarta semana de lactacion (Romero y Bravo, 2012). En este estudio, la mayor
pérdida de peso corporal en las ovejas se observé entre los dias 28 y 35 PP (Figura 2). Lo anterior
indica que la dieta ofrecida a las ovejas no cubrid los requerimientos energéticos (5.41 kcal EM) y
proteicos (13-14 % PC) para la produccion de leche (Romero y Bravo, 2012).
Cambios de peso corporal de los corderos

El peso de los corderos fue diferente (p < 0.05) entre periodos de observacion (Figura 3). Pérez-
Hernandez et al. (2009) reportan diferencias del peso entre corderos en AC y Ac a partir de los 28
d de edad; mientras que Castillo-Maldonado et al. (2013) encontraron diferencias en peso, entre
corderos en AC y Ac después del dia 41. En este estudio, las diferencias de peso entre corderos en
ACJR y AcJR se observaron a partir del dia 49 de edad. El peso promedio de los corderos al destete
fue 16.5 kg y no se observo un efecto negativo del destete en la ganancia de peso la semana

posterior al destete, similar a lo reportado por Fraire-Cordero (2015).

25
- Amamantamiento continuo (AC)
-2 ACJR
— 20 =& Amamantamiento controlado (Ac)
\%) == AcJR
= 15
i
&
S 10
2 1
]
R Destete
5
0
Parto 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Dias de edad

Figura 3. Cambio de peso corporal en corderos pelibuey mantenidos en dos modalidades de

amamantamiento y administracion de jalea real a las madres.
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Respuesta al protocolo de induccion, inicio y duracion del estro
La variable respuesta de estro no fue diferente entre tratamientos (p > 0.05). Del total de ovejas
en el experimento, solo una oveja del grupo de amamantamiento continuo sin aplicacion de JR no
respondio al protocolo (Cuadro 1).
Cuadro 1. Porcentaje de ovejas pelibuey que manifestaron signos de estro, tiempo de inicio
y duracion del estro (media = error estandar) con la aplicacién de JR y dos

modalidades de amamantamiento durante el periodo postparto.

Tipo de Aplicacion N Respuestaa Inicio al estro  Duracion de estro
amamantamiento de jaleai estro (%) (h) (h)
Sin 12 91.6 447+ 4.4 42.4 2.9°
Continuo
Con 12 100 459+238 51.1+2.2¢
Sin 12 100 37.6+3.9 36.5 £ 2.6%

Controlado
Con 12 100 375+55 48.1 £2.2°

ab.¢.dValores con diferente literal dentro de misma columna indica diferencia (p < 0.05). ¥ Dos
periodos de 30 min d*. § Nueve aplicaciones de 1.0 g d*.

La manifestacion de signos de estro durante el postparto es variable. Ronquillo et al. (2008)
reportan 50 % de ovejas en estro al iniciar un protocolo de induccién de estro al dia 30 PP con
esponjas impregnadas con acetato de fluorogestona, Chrono-gest, Intervet, en ovejas pelibuey con
amamantamiento continuo; el porcentaje de respuesta incrementa a 64.2 % al administrar
gonadotropina corionica equina (eCG), mientras que al realizar el destete antes de terminar el
tratamiento hormonal, el porcentaje de respuesta con FGA fue de 64.2 % y 85.7 % con el
tratamiento FGA + eCG. En ovejas Corriedale se reporta que al iniciar el tratamiento de induccion
con esponjas impregnadas con acetato de medroxiprogesterona (MPA) + 350 Ul eCG, los dias 14-

18, 24-30 0 42-48, se obtienen porcentajes de respuesta a estro de: 81.3 %, 70.4 % y 47.1 %,
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respectivamente (Ungerfeld y Sanchez-Davila, 2012). La respuesta a estro del 97.9 % de las ovejas
en este estudio, es superior a la reportada por Ronquillo et al. (2008); Ungerfeld y Sanchez-Davila
(2012) y similar a la reportada por Castillo-Maldonado et al. (2013), quienes mencionan una
respuesta de 100 % al iniciar el tratamiento hormonal al dia 35 PP. Es posible que el porcentaje de
ovejas que responden al tratamiento esté relacionado con el tipo de progestageno utilizado (CIDR
vs esponja), la duracion del tratamiento (12, 10 ¢ 9 dias) y el estado ovarico de las ovejas durante
este periodo, al respecto Montiel-Castelan (2014) report6 que el porcentaje de ovejas que ovulan
antes del dia 24 PP es de 25.6 % de ovejas en amamantamiento continuo y 52.5 % de ovejas en
amamantamiento controlado (dos periodos de 30 min d?). En otro estudio con ovejas Pelibuey,
Fraire-Cordero (2015) reportd 46.6 % de hembras en amamantamiento continuo que ovulan al dia
29 postparto de manera natural. El estado nutricional es uno de los factores determinantes en el
reinicio de la actividad reproductiva en las ovejas (Herrera et al., 2010). En sistemas de produccion
extensiva y semi intensiva, factores ambientales como la época del afio y lluvia influyen en la
durancién del anestro postparto (Sanchez- Davila et al., 2011)

En ovejas Ossimi (una raza de ovejas rusticas, de grupa grasa), se reporta que la aplicacion de
JR (500 mg oveja d!) acorta el periodo parto primer estro (P < 0.001), en el grupo testigo se
obtuvo un promedio de 44.80 + 0.46 dias, mientras que las ovejas tratadas con JR el promedio fue
de 33.30 + 0.57 dias (Mostafa et al., 2008). En este estudio, la aplicaciéon de JR no influyo en el
porcentaje de ovejas que manifestaron estro después del protocolo de induccién del estro,
posiblemente debido a que el tratamiento hormonal homogeniz6 el estado ovarico de las ovejas.

El inicio del estro fue similar (p > 0.05) entre tratamientos (Cuadro 1 y Figura 1). EI promedio
de respuesta fue similar entre las ovejas tratadas con y sin JR, mientras que el factor
amamantamiento tampoco influyo en esta variable. Sin embargo, el tiempo promedio de inicio a

estro en todos los tratamientos fue menor al obtenido por Castillo-Maldonado et al. (2013), quienes
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reportan tiempos de inicio a estro de 50 a 72 h, al iniciar el tratamiento hormonal al dia 35 PP, con
efecto macho y amamantamiento controlado (dos periodos de 30 min por d1).

En ovejas Awassi en anestro estacional, la aplicacion de JR (12 aplicaciones de 400 mg d?)
acorté el inicio del estro (31.9 + 2.3 vs 44.1 + 2.4) con respecto al testigo (Husein y Ghozlan, 2007).

Sin embargo, en este estudio la aplicacion de JR no modificé el inicio a estro (Figura 4).

— Amamantamiento continuo (AC)

———— ACJR

1. 00

Amamantamiento controlade (Ac)

----- AcJR

0.757

Funcién de la distribucion de supervivencia

Tiempo de inicio al estro (h)

Figura 4. Curvas de supervivencia de tiempo al inicio del estro (h), después del retiro del CIDR,
con o sin la aplicacién de JR y dos modalidades de amamantamiento durante el periodo
postparto en ovejas Pelibuey.

La duracion del estro fue diferente (p < 0.05) entre tratamientos. El tipo de amamantamiento y
aplicacion de JR modificaron la duracion del estro, observandose que el estro se prolongé en las
ovejas a las que se les administré JR (Cuadro 1y Figura 5), lo cual es similar al observado por
Mostafa et al. (2008), quienes reportan diferencias en la duracion del estro entre ovejas tratadas
con JR y ovejas testigo (41 + 0.42 vs 31 £ 0.31). Entre la acciones reportadas de la administracion
de JR se encuentra un efecto estrogénico observado en condiciones in vitro e in vivo, mediado por
la interaccion con los receptores de estrogenos (Mishima et al., 2005). Ademas, es posible que la

JR promueva el crecimiento folicular y la ovulacion de una cantidad mayor de foliculos, lo cual
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podria incrementar la liberacion plasmatica de estradiol, o incrementar la actividad estrogénica en
los foliculos en crecimiento y por tanto incrementar el tiempo de duracidn de signos de estro

(Mostafa et al., 2008).
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Figura 5. Curvas de supervivencia para duracion del estro (h), con la aplicacion de JR y dos
modalidades de amamantamiento durante el periodo postparto en ovejas Pelibuey.
Tasa de ovulacion y retorno a estro
No se encontraron diferencias entre tratamientos para tasa de ovulacién (TO) y retorno a estro
(Cuadro 2). La TO reportada en ovejas pelibuey varia dependiendo de la época del afio y condicion
corporal. De la Isla et al. (2010) reportan 1.3 £ 0.16 a 1.8 + 0.14, en diferentes épocas del afio y
condicion corporal de las ovejas. Se sabe que la raza pelibuey presenta ovulaciones multiples,
debido a mutaciones en dos genes relacionados con TO y prolificidad (Pérez-Ruiz, 2012; Argiello-
Hernandez, et al., 2014). Ademas, en la oveja el crecimiento folicular y TO también son
influenciados por factores ambientales como el fotoperiodo, dieta y estrés (Scaramuzzi et al.,

2011), lo cual explica la TO encontrada en este estudio en todos los tratamientos.

39



Cuadro 2. Tasa de ovulacion (media + error estandar) y porcentaje de retorno a estro durante
un protocolo de induccién con la aplicacion de JR y dos modalidades de

amamantamiento durante el periodo postparto en ovejas pelibuey.

Tipo de Aplicacion de N Tasa de Retorno a estro
amamantamiento jaleaf ovulaciont (%)
Sin 11 1.8+0.2 4 (36.3)
Continuo
Con 12 20+0.2 4 (33.3)
Sin 12 21+0.1 5 (41.6)
Controlado¥
Con 12 21+0.2 4 (33.3)

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Determinada por ecografia. T Dos periodos de 30

min d. { Nueve aplicaciones de 1.0 g d*.

La JR real contiene una variedad de proteinas, péptidos, aminoacidos libres, acidos grasos,
carbohidratos, vitaminas, minerales y compuestos fendlicos con actividades biolégicas como:
antioxidantes, promotores del crecimiento y reguladores metab6licos (Ramadan y Al-Ghamdi,
2012). Es posible que los componentes de la JR tengan efectos similares a los buscados en las
estrategias de nutricion focalizada y uso de compuestos bioactivos (Delgadillo y Martin, 2015),
para mejorar el crecimiento folicular e incrementar la TO (Husein y Haddad, 2006). Entre las
acciones que se reportan de la JR se encuentran efectos en el crecimiento y proliferacion celular in
vitro (Salazar-Olivo y Paz-Gonzalez, 2005), y es posible que entre sus componentes se encuentren

factores de crecimiento y hormonas (Koya-Miyata et al., 2004).

En este estudio la administracion de JR no modificd la TO, es posible que la duracion del
tratamiento con JR fuera insuficiente para incrementar el nimero de dvulos liberados durante el

ciclo estral. Otro factor que pudo influir en el resultado para esta variable fue el estado metabdlico
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y nutricional de las ovejas al momento de realizar la induccion del estro y apareamiento. La
presentacion del estro se realizo entre los dias 30 a 35 PP, que coincidié con la maxima pérdida de
peso de las hembras (Figura 2) y el momento de maxima produccion lactea (Romero y Bravo,
2012). Sin embargo, la TO obtenida en este estudio es similar a la reportada por Gutierrez et al.
(2011) en ovejas pelibuey, con el uso de una sustancia glucogénica (100 mL de una solucion de
glicerol: agua, 90:10) para incrementar la TO de 1.68 + 0.05 en el tratamiento testigo, a 2.30 £ 0.15
con la administracion de la solucion glucogenica

El porcentaje de ovejas que retornaron a estro no fue modificado por el tipo de amamantamiento
o0 aplicacion de JR (Cuadro 2). De 47 ovejas que mostraron signos de estro tras el retiro del CIDR
al dia 30 PP, 36.1 % de ellas retornaron a estro dentro de los 20 dias posteriores. El porcentaje de
ovejas que retornaron a estro en este estudio es superior al 27. 5 % reportado por Fraire-Cordero
(2015) al realizar el retiro de CIDR al dia 40 PP en ovejas en amamantamiento continuo. Es posible
que factores relacionados con el postparto, como involucién uterina (Ungerfeld y Sanchez-Davila,
2012) o con fallas en la fertilizacion o muerte embrionaria temprana (Bari et al., 2003)
contribuyeran a incrementar el porcentaje de ovejas que manifestaron signos de estro y no quedaron
gestantes después del tratamiento hormonal. Sin embargo, la pérdida de peso de las ovejas durante
el periodo de induccion del estro y apareamiento (Figura 2) podria haber incrementado el
porcentaje de ovejas que retornaron a estro.

Ovejas gestantes y paridas

El porcentaje de ovejas gestantes a los 35 y 55 dias PP fue similar (P > 0.05) entre tratamientos
(Cuadro 3). Los porcentajes de ovejas gestantes en los tratamientos de amamantamiento continuo
y controlado en este estudio, son similares al reportado por Ungerfeld y Sanchez-Davila (2012) en
ovejas Corriedale, quienes obtuvieron 43.8 % de ovejas gestantes al iniciar el tratamiento hormonal

entre los 18 y 24 dias PP, y solo 29.7 % de gestacion cuando la induccion se realizo entre los 24 y
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30 dias PP. Para los tratamientos T2 y T4, el porcentaje de ovejas gestantes a los 35 dias PP (75 y

66.6 %, respectivamente) fue similar al reportado por Ronquillo et al. (2008) con restriccion de

amamantamiento y retiro del progestageno a los 42 dias PP (72 %).

Cuadro 3. Porcentaje de ovejas que quedaron gestantes a los 35 o 55 dias postparto y
porcentaje de ovejas que parieron después de un protocolo de induccion del estro con

la aplicacion de JR y dos modalidades de amamantamiento durante el periodo

postparto.
Tipo de Aplicacion (n)  Ovejas gestantes  Ovejas gestantes  Ovejas paridas
amamantamiento  de jalea} 35 dpp (%) 55 dpp (%) (%)
Sin 12 6 (50) 9 (75) 9(83.3)
Continuo
Con 12 6 (75) 9(75) 8 (66.6)
Sin 12 5(41.6) 10 (83.3) 10(83.3)
Controlado¥
Con 12 7 (66.6) 11 (91.6) 11(91.6)

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Dos periodos de 30 min d™*. § Nueve aplicaciones
de1.0gd™

En este estudio, el porcentaje de ovejas gestantes al dia 55 PP en los tratamientos AC, ACJR y
Ac son similares al obtenido por Castillo-Maldonado et al. (2013) en ovejas con amamantamiento
continuo y efecto macho (83.3 + 0.1). Fraire-Cordero reporté que el uso de un reconstituyente
metabolico incrementa el porcentaje de gestacion a 86.2 % (p < 0.05), similar al obtenido en este
estudio en las ovejas de AcJR. Es posible que el porcentaje de ovejas que retornaron a estro esté
relacionado con fallas en la ovulacién, fertilizacion, o implantacion embrionaria (Bari et al., 2003);
a factores inherentes al embrién, como anormalidades cromosomicas; o factores relacionados con

el ambiente uterino, por una inadecuada funcién del cuerpo luteo (Bilodeau-Goeseels y Kastelic,
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2003). Otro relacionado con el estado nutricional de las hembras al momento del apareamiento y
reconocimiento materno de la gestacion (Scaramuzzi et al., 2006), lo cual explicaria en forma
general los resultados para TO, retorno a estro y porcentaje de ovejas gestantes en todos los
tratamientos.

Una oveja del tratamiento ACJR diagnosticada como gestante muri6 antes del parto, por lo que
el porcentaje de ovejas paridas respecto al total en el experimento fue de 79.1 %, sin diferencias
entre tratamientos.

Fecundidad y prolificidad

La modalidad de amamantamiento y aplicacion de JR no modificaron estas variables (Cuadro
4). La fecundidad obtenida en este estudio fue de 1.4, sin diferencias entre tratamientos (p> 0.05),
similar al 1.5 reportado por Castillo-Maldonado et al. (2013) y 1.4 por Fraire-Cordero (2015) en
ovejas pelibuey.

La prolificidad en la oveja puede estar regulada por factores genéticos (Fabre et al., 2006) y
nutricionales (Scaramuzzi et al., 2011). En cuba, Herrera et al. (2010) reportan prolificidades del.2
a 1.7 en ovejas de la raza pelibuey. En ovejas en pastoreo, la prolificidad es de 1.2 a.1.4 en la época
de sequia; mientras que en la época de lluvia incrementa a 1.3-1.5, y puede llegar a 1.6, cuando se
ofrece suplementos alimenticios (Perén, 2010). En el noroeste mexicano, Avendafio et al. (2004)
reportan que la prolificidad de la oveja pelibuey es de 1.76 + 0.08. En este estudio, la prolificidad
general fue de 1.8 y sin diferencias (p> 0.05) entre tratamientos (Cuadro 4). Ronquillo et al. (2008)
mencionan prolificidades de 1.3 + 0.1 (solo con progestagenos) y 1.9 + 0.1 con uso de eCG en
ovejas pelibuey postparto; Castillo-Maldonado et al. (2013) obtuvieron promedios de 1.7 + 0.2 a
2.0, solo con control de amamantamiento y efecto macho; mientras que Fraire-Cordero (2015)
reporta medias de 1.8 £ 0.2 a 2.4 + 0.2 con efecto macho y un reconstituyente metabdlico. En

ovejas Awassi, Kridli et al. (2003); Husein y Haddad (2006); Kridli y Al-Khetib (2006) no reportan
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incremento de la prolificidad por efecto de la JR, similar a lo encontrado en este estudio. Los

estudios anteriores sugieren una alta varibilidad en la prolificidad de la raza pelibuey. Los

resultados obtenidos en este estudio se encuentran dentro del rango de prolificidad reportado para

la raza.

Cuadro 4. Fecundidad y prolificidad (media + EE) en ovejas pelibuey después de un protocolo
de induccion del estro con la aplicacion de JR y dos modalidades de amamantamiento

durante el periodo postparto.

Tipo de Aplicacion Corderos Fecundidad Prolificidad
amamantamiento de jaleai nacidos
Sin 16 1.3 1.7740.1
Continuo
Con 17 1.4 2.140.1
Sin 15 1.2 1.50£0.2
Controladof
Con 23 1.9 2.09+0.0

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Dos periodos de 30 min d™*. § Nueve aplicaciones

de1.0gd™

CONCLUSIONES

En ovejas pelibuey postparto, la duracion del estro fue modificada por la aplicacion de JR y el
tipo de amamantamiento, el efecto de ambos factores en esta variable fue independiente. La
restriccion del amamantamiento, aplicacién de jalea real o interaccion de ambos factores no
modificaron la TO, porcentaje de ovejas gestantes, paridas, la fecundidad y prolificidad. El
desempefio reproductivo de las ovejas pudo ser limitado por la pérdida de peso durante el periodo
experimental, por lo cual se recomienda cuidar el estado nutricional de las ovejas en futuras

investigaciones.
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CAPITULO IV. MANEJO REPRODUCTIVO EN OVEJAS PELIBUEY CON CONTROL

DEL AMAMANTAMIENTO Y ADMINISTRACION DE JALEA REAL

RESUMEN
El control del amamantamiento y la aplicacion de jalea real (JR) estimulan la actividad ovarica en
ovejas en anestro postparto. Por lo anterior, ambas estrategias pueden ser una alternativa al uso de
hormonas exogenas. El objetivo de este estudio fue evaluar la administracion de cuatro aplicaciones
de 1.0 g de JR y restriccion del amamantamiento (dos periodos de 30 min d '), en ovejas Pelibuey
paridas. La hipdtesis planteada fue que la JR, la restriccién del amamantamiento o la combinacion
de ambos factores mejoran el desempefio reproductivo de ovejas en el postparto. El disefio
experimental fue completamente al azar con arreglo factorial de los tratamientos en dos niveles:
amamantamiento, continuo o controlado y dos niveles de JR, con JR 6 sin JR. Se utilizaron 75
ovejas postparto de la raza pelibuey, con promedio de 4 £ 1 partos, que se distribuyeron a uno de
cuatro tratamientos: amamantamiento continuo (AC; n = 16); AC con JR (n = 17);
amamantamiento controlado (Ac; n=15); Ac con JR (n=16). Al momento del destete se introdujo
un macho marcador al corral de las ovejas, para evaluar la respuesta reproductiva. El tiempo de
inicio a estro fue menor en las ovejas con amamantamiento continuo sin JR (p < 0.05). La
aplicacion de JR incrementd la duracion de estro en las ovejas en ambas modalidades de
amamantamiento (p < 0.05). El porcentaje de gestacion se incrementd en las ovejas en restriccion
del amamantamiento con y sin JR. Las variables dias a la ovulacidn, presentacion de estro, tasa de
ovulacion, retorno a estro, porcentaje de paricion, fecundidad y prolificidad no fueron modificadas
por los factores estudiados o su interaccion. EI manejo reproductivo con restriccion del
amamantamiento y JR es una alternativa viable para el control de la reproduccién sin el uso de

hormonas exdgenas.
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Palabras clave: oveja, postparto, actividad reproductiva, produccion limpia.
ABSTRACT

Sucking control and royal jelly (JR) application can stimulate ovarian activity in postpartum
anestrus ewes. Therefore, both strategies may be an alternative to the use of exogenous hormones.
The objective of this study was to evaluate the administration of four applications of 1.0 g of JR
and suckling control (two periods of 30-min d!) in Pelibuey ewes. The hypothesis was that the JR,
sucking restriction or the combination of both factors improve the reproductive performance of
postpartum sheep. The experimental design was completely randomized, according to treatments
at two levels of suckling: continuous or controlled and two levels of JR: with and without.
Treatments were randomly assigned to 75 sheep: continuous suckling (AC; n = 16); AC with JR (n
=17); sucking controlled (Ac; n = 15); Ac with JR (n = 16). At the time of weaning, a marker male
was introduced to the sheep’s pen for evaluate the reproductive response. The time to start estrus
was lower in sheep with continuous suckling without JR (p <0.05). The application of JR increased
estrus duration in sheep in both feeding modalities (p < 0.05). The percentage of gestation was
increased in sheep in restriction of suckling with and without JR. The variables variables at
ovulation, estrus presentation, ovulation rate, estrus return, parity rate, fecundity and prolificacy
were not modified by the factors studied or their interaction. Reproductive management with
restriction of breastfeeding and JR is a viable alternative for the control of reproduction without
the use of exogenous hormones.

Key words: sheep, postpartum, reproductive activity, clean production.

INTRODUCCION

En ganaderia, la eficiencia reproductiva es un componente principal de la productividad
(Delgadillo y Martin, 2015). En las ovejas, el anestro postparto es una de las causas de bajo
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desempefio reproductivo, y pérdidas econdmicas (Ascari et al., 2016), y el intervalo entre el parto
y la reanudacion de la actividad reproductiva es uno de los factores naturales que determinan la
frecuencia de paricion y la productividad general en ovinos (Ungerfeld y Sanchez-Davila, 2012).
Entre las estrategias utilizadas para acortar el periodo postparto (PP) se encuentra el control del
amamantamiento (Morales et al., 2004; Ronquillo et al., 2008; Pérez-Hernandez et al., 2009). Por
otra parte, la jalea real (JR), una secrecion de las glandulas craneales de abejas obreras (Apis
mellifera), que es indispensable para la diferenciacion de castas y fertilidad de la abeja reina
(Wheeler et al., 2006), al ser administrada a ovejas ciclicas y en anestro postparto, mejora el
desempefio reproductivo (Husein y Haddad, 2006; Kridli y Al-Khetib, 2006). Ademas, la JR,
administrar JR via oral a ovejas Ossimi, puede acortar el postparto (Mostafa et al., 2008).

Existe una tendencia a utilizar estrategias de manejo reproductivo, como los efectos socio-
sexuales y alimentacion focalizada, para disminuir el uso de hormonas exdgenas en sistemas de
produccién limpia (Martin et al., 2004; Martin, 2009; Delgadillo y Martin, 2015). Con base en lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la administracion de cuatro aplicaciones
de 1.0 g de JR vy la restriccion del amamantamiento (dos periodos de 30 min d™'), en ovejas
Pelibuey, bajo la hipétesis de que la JR, el control del amamantamiento o la combinacién de ambos

factores puede mejorar el desempefio reproductivo en ovejas Pelibuey al momento del destete.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion
El estudio se realizo de mayo a diciembre de 2015 en el Laboratorio de Reproduccion en Ovinos
y Caprinos (LaROCa) del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México,
localizado en 19°29° N y 98°53” O, a 2250 m, en clima templado subhumedo con lluvias en verano
(Garcia, 1988).
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Animales experimentales

En este estudio se utilizaron 65 ovejas Pelibuey paridas, edad de 4.5 + 1 afios, 4 £ 1 partos y
peso promedio al parto de 51.5 + 6.5 kg. Durante la gestacion las ovejas se mantuvieron aisladas
de los sementales. Se desparasité (Closantel®, 10 mg kg™, Chinoin) y aplico una dosis de selenito
de sodio (0.25 mg kg Mu-se ®, Schering-Ploug) como parte del manejo profilactico 30 d antes
de iniciar el experimento. Los 10 carneros utilizados para detectar estros y aparear a las ovejas,
recibieron un tratamiento profilactico similar, ademas de su previa evaluacion de libido y de la
calidad del semen.

El protocolo de manejo del cordero recién nacido incluyé desinfeccion del ombligo con yodo
metalico al 5 %, aplicacién de 2 mL de Metabolase® (Laboratorio Schutze-Segen) y selenito de
sodio (0.25 mg kg* Mu-se ®, Schering-Ploug), ambos por via subcutanea. Todos los corderos
recibieron alimento iniciador (20 % PC y 2.7 Mcal de EM) a partir del dia 10 después del
nacimiento y se mantuvieron en corrales provistos de comedero y agua a libre acceso.

Alojamiento y alimentacion

Las ovejas permanecieron en corrales de 40 m? provistos de sombra y sol, comederos y agua a
libre acceso, respetando su espacio vital; y recibieron una dieta que cubria sus requerimientos
nutricionales. El alimento proporcionado fue 1.0 kg oveja™® de heno (70 % heno de avena, 30 %
heno de alfalfa) por la mafiana (8:00 h) y 0.5 kg oveja™ de concentrado comercial (15 % proteina
cruday 2.5 Mcal EM) por la tarde (16: 00 h.

Jalea real

La JR utilizada en este estudio se obtuvo de la empresa Miel-hitaa® (Oaxaca) y se mantuvo a -
20°C hasta su uso; con la finalidad de facilitar su administracion a las ovejas de los tratamientos
con aplicacion de JR, se diluy6 (0.5 g mL™) en solucion salina fisioldgica (Pisa ® Farmacéutica)

0.9%, para facilitar su administracion intramuscular a las ovejas.
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Amamantamiento

Siete dias después del parto las ovejas con sus crias se asignaron al azar a uno de dos tipos de
amamantamiento: continuo (AC; n=33) o amamantamiento controlado (Ac; n=31). En AC, las
ovejas permanecieron con sus corderos las 24 h del dia. En Ac, las ovejas estuvieron con sus crias
30 min por la mafiana (08:00-08:30) y 30 min por la tarde (16:00-16:30), para que los corderos
amamantaran y posteriormente se separaban a otro corral.

Disefio experimental y tratamientos

El disefio del protocolo experimental fue completamente al azar, con un arreglo de dos factores
a dos nives cada uno, amamanamiento: continuo o controlado y la administracion de JR: con o sin.
La combinacion entre los niveles de ambos factores generd cuatro tratamientos experimentales:

AC (n=016); ACJR (n=17); Ac (Ac; n=15); y AcJR (n = 16) (Figura 1).

Parto Destete
Diagnostico
: I t I I de gestacion
Tratamientos N
1 ! ! I 1
1
1
Amamantamiento :
continuo (AC;n-186) : t Ecografia
i
ACcon]R (AJR; n=17 1 Aplicacion
conJR (AJR;n=17) : * an
1
1
1
Amamantamiento :
controlado (Ac; n-15) 1
1
’
AcconJR (AcJR; n-16) 4 estro |
0 10 30 37 38 44 46 51 54 60 100
Dias postparto

Figura 1. Esquema de protocolo experimental. AC= 24 h d!; Ac = dos periodos de 30 min d*. JR
= cuatro aplicaciones de 1.0 g. Ecografia (trasnrectal), para detectar presencia de Cuerpos
luteos. TO = tasa de ovulacion.

Las ovejas de los tratamientos AC y Ac recibieron 2 mL de solucién salina (como placebo) los

dias 30, 37, 44 y 51 PP.
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Las ovejas de los tratamiento ACJR y AcJR recibieron 1.0 g de JR los mismos dias que se aplico

el placebo.
Ecografia

Para determinar el porcentaje de ovejas que ovularon entre los dias 30 y 54 PP, y la tasa de
ovulacion (TO) después de aparear a las ovejas, se realizo ecografia trans-rectal con un equipo
Sono Vet Pico (Medison®, ) y un transductor lineal de 7.5 mHz, los dias 30, 38, 46, 54 PP,y 8 d
después del estro.

Deteccion de estros e inseminacion

Al momento del destete (dia 60 PP), se introdujo un carnero con mandil, al corral de las ovejas
por 30 min. La deteccion de estros se realiz6 cada 12 h, con rotacion de carneros, para mantener el
estimulo positivo. Las ovejas que manifestaron signos externos de estro (inmovilidad en preencia
del carnero y permitir la monta) se separaron del grupo para ser apareadas, cada doce horas, hasta
el término de signos de estro. El retorno al estro se determind introduciendo un carnero con mandil

al corral de las ovejas por 30 min cada 12 h, durante el siguiente ciclo estral.

Diagnostico de gestacién
El diagnostico de gestacion de las ovejas se realizé por ecografia abdominal, al dia 100 PP, con
un equipo ultrasonido portatil CTS- 900 ((Shantou Institute of Ultrasonic Instruments) y un
transductor convexo de 3.5-7 Mhz.
Variables evaluadas
Dias a la ovulacion: es el tiempo transcurrido en dias, entre el parto y la deteccion de cuerpos
luteos por ecografia trans-rectal. Respuesta al estro: es el nUmero de ovejas que mostraron signos
externos de estro, con respecto el total de ovejas del tratamiento. Inicio de estro: es el numero de

dias a partir del destete hasta la manifestacion de signos de estro. Duracion del estro: es el numero
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de h durante las cuales la oveja acept6 la monta del carnero. Tasa de ovulacién (TO): numero de
cuerpos luteos en ambos ovarios, observados por ecografia trans-rectal. Retorno a estro: es el
numero de ovejas que mostraron signos de estro durante los 20 dias posteriores a la inseminacion,
con respecto al numero total de ovejas x 100. Ovejas gestantes: es el nimero de ovejas que
resultaron positivas al diagnostico de gestacion, respecto al total de ovejas del tratamiento x 100.
Ovejas paridas: numero de ovejas paridas, X 100. Fecundidad: nimero de corderos nacidos entre
el nimero total de ovejas en el tratamiento. Prolificidad, es el nimero de corderos nacidos respecto
al nimero de ovejas paridas de cada tratamiento.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software SAS 9.4 (SAS, 2012). Se utilizd un disefio
completo aleatorizado con un arreglo 22, en el cual se incluyeron dos factores, A: ‘tipo de
amamantamiento’ y B: ‘aplicacion de JR’, cada uno a dos niveles (la combinacion entre los niveles
de ambos factores, genero los cuatro tratamientos.

El andlisis para inicio y duracion del estro se realizo utilizando la prueba de Long Rank, con el
procedimiento LIFETEST/SAS. Las variables de respuesta de estro, retorno a estro y nimero de
ovejas gestantes, se analizaron con el modelo de regresion logistica usando el procedimiento PROC
LOGISTIC/SAS. Para el andlisis de tasa de ovulacion, fecundidad y prolificidad, se utilizé

regresion Binomial Negativa, con el procedimiento GENMOD/SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dias a la ovulacion
Los efectos de amantamiento, JR o la interaccion no influyeron en el promedio de dias PP a la
ovulacion (p > 0.05). El total de las ovejas ovularon en promedio a los 40.9 + 1.2 dias PP. Al dia
54 PP se detecto al menos un cuerpo luteo (CL) en cada oveja (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Efecto del amamantamiento y de la jalea real en la ovulacion de ovejas pelibuey

durante el postparto (%0).

Aplicacion Porcentaje de ovejas que ovularon
Tipo de -
de jalea N Dias postparto
amamantamiento

real 30 38 46 54

Sin 16 0 28.5 78.5 100
Continuo

Con 17 6.6 20 66.6 100

Sin 15 0 20 86.6 100

Controladot
Con 16 0 20 86.6 100

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Dos periodos de 30 min d*. § Cuatro aplicaciones
de 1.0 g. 1 Determinado por ecografia transrectal.

El porcentaje de ovejas que ovularon antes del dia 35 PP es inferior al reportado por Castillo-
Maldonado et al. (2013), quienes mencionan un efecto positivo del control del amamantamiento
(p < 0.05), con porcentajes de ovulacion al dia 35 PP de 89.6 % y 52.1 % en ovejas en Ac (dos
periodos de 30 min d1) y AC respectivamente, en la época reproductiva. Pérez-Hernandez et al.
(2009) mencionan porcentajes de ovulacion de 18.8 % con AC y 25 % con Ac (30 min una vez al
dia) al dia 56 PP, sin diferencias estadisticas para el tipo de amamantamiento (p > 0.05) en el
anestro postparto. En otro estudio en el periodo de anestro estacional, Morales et al. (2004),
reportan un promedio de 52.6 + 20 y 60.5 + 2.7 dias a la primera ovulacién en ovejas Pelibuey en
amamantamiento continuo y controlado (dos periodos de 30 min d™') respectivamente. La
diferencia en los reultados en este estudio y los autores citados puede estar relacionada con factores

como la alimentacion que recibieron las ovejas antes y después del parto, numero de corderos por
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oveja, condicion corporal de las ovejas al momento del parto y pérdida de peso corporal durante la
lactancia, similar a lo que sucede en bovinos (Montiel y Ahuja, 2005), nimero de partos, o con la
epoca del afio (Ungerfeld y Sanchez-Davila, 2012).

Mostafa et al. (2008) reportan que la administracion de JR (500 mg oveja™ 21 d) a ovejas
Ossimi reduce los dias al primer estro respecto al grupo testigo (33.30 + 0.57 vs 44.80 £ 0.46), sin
embargo en este estudio la administracién de JR no modificé los dias a la ovulacion, posiblemente
por las diferencias en el numero de dias PP al iniciar la aplicacion de JR, dosis y duracion del
tratamiento.

Presentacion, tiempo de inicio y duracion del estro

Las ovejas de todos los tratamientos presentaron signos de estro durante el periodo de
observacién. El tiempo promedio de inicio a estro fue de 7.1 £ 1.0 dias. Las ovejas del grupo
amamantamiento continuo sin aplicacion de JR respondieron a estro en menor tiempo (p < 0.05).
El Ac, aplicacion de JR 6 su interaccion no homogenizaron la respuesta de estro (Cuadro 2). En el
presente estudio no se utilizaron hormonas exdgenas para sincronizar la respuesta, por lo cual, el
tiempo de inicio a estro estuvo determinado por el estado ovarico al momento del destete (presencia
0 ausencia de cuerpos luteos viables) y el efecto positivo de la presencia del macho en la deteccién
de estros. Al respecto, Jarquin et al. (2014) mencionan que en ovejas ciclicas, el efecto macho no
sincroniza la presentacién del ciclo estral, por lo que en este estudio, el menor tiempo de inicio al
estro en el grupo AC podria ser debido al efecto del destete, como estimulo estresor, para provocar

la luteolisis, y posterior presentacion del estro.
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Cuadro 2. Ovejas que manifestaron estro, tiempo de inicio y duracion del estro (media + error
estandar) con la aplicacion de JR y dos modalidades de amamantamiento durante el

periodo postparto.

Tipo de Aplicacion N Respuesta a Inicio al estro Duracion de
amamantamiento de jaleaf estro (%) (A estro (h)
Sin 16 100 3.5+0.9° 30.7+2.8
Continuo
Con 17 100 8.9+1.2° 40.5+2.8°
Sin 15 100 75+1.3 36.0 + 2.6°

Controlado
Con 16 100 8.2+1.4P 422 +£2.1°

a.b.¢ \/alores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). + Dos
periodos de 30 min d*. § Cuatro aplicaciones de 1.0 g. 1 Manifestacion de signos de estro después
del destete.

La duracion del estro fue modificada tanto por la aplicacion de JR como por el tipo de
amamantamiento (p < 0.05). El estro se prolongd en las ovejas tratadas con JR en ambas
modalidades de amamantamiento (Cuadro 2). Mostafa et al. (2008), reportan un efecto similar con
la JR en la duracion del estro en ovejas de lana durante el postparto (p < 0.001). Este efecto puede
ser debido a un mayor namero de foliculos en crecimiento (Husein y Haddad, 2006) o a una mayor
actividad estrogénica de estos foliculos, producida por la administracion de JR (Mishima et al.,
2005; Moutsatsou et al., 2010).

Tasa de ovulacion y retorno a estro

La tasa de ovulacién (TO) fue similar entre tratamientos, sin efecto del tipo de amamantamiento,
JR, o la interaccion (Cuadro 3). EI numero de foliculos que ovulan en cada ciclo es uno de los
componentes que determina la eficiencia reproductiva, esta directamente relacionado con el

crecimiento folicular y es determinado por diversos factores, entre ellos la accion directa e indirecta
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de algunas hormonas metabolicas en el ovario, factores genéticos, edad y época del afo
(Scaramuzzi et al., 2011). En ovejas Pelibuey, la TO reportada es variable, de 1.3 £ 0.16 a 1.8 =
0.14; y puede ser influenciada o no por la condicion corporal (De la Isla et al., 2010; De la Isla et
al., 2011), época del afio y tipo de alimentacion.

Para retorno a estro, no se encontraron diferencias estadisticas por efecto de amamantamiento,
JR o la interaccion (p > 0.05). Del total de ovejas en el estudio, 9.3 % retornaron a estro. En el
grupo de amamantamiento continuo sin aplicacion de JR retorn6 a estro un mayor numero de
ovejas, seguido por las ovejas de amamantamiento continuo con aplicacion de JR. Ninguna oveja
de amamantamiento controlado mostro signos de estro después de la inseminacién por monta
natural (Cuadro 3). Entre los factores relacionados con el retorno a estro se encuentran fallas en el
proceso de ovulacion, transporte del ovocito y fertilizacion o muertes embrionarias tempranas (Bari
et al., 2003). Fraire-Cordero (2015), encontrd porcentajes de retorno a estro de 27 a 66 % en ovejas
de pelo durante el postparto, posiblemente relacionadas con a técnica de inseminacién. Mostafa et
al. (2008), reportan que la aplicacion de JR disminuye a 14.4 % el porcentaje de ovejas Awassi
postparto que retornan a estro (40 % en el grupo testigo). Es posible que en este estudio, la monta
realizada cada 12 h, durante el estro (el cual se prolongé en las ovejas tratadas con JR) incrementd
la posibilidad de fertilizacion, por lo cual, el nUmero de ovejas que retornaron a estro disminuyo.
Otro factor que pudo influir en el bajo porcentaje de ovejas que retornaron a estro en todos los
tratamientos puede estar relacionado con el hecho de que no se utilizaron esponjas o dispositivos
intravaginales, los cuales pueden estar relacionados con cambios en el ambiente vaginal, vaginitis

e infecciones vaginales, que pueden disminuir la fertilidad (Manes y Ungerfeld, 2015).
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Cuadro 3. Tasa de ovulacion (media + EE) y porcentaje de retorno en ovejas Pelibuey con

dos tipos de amamantamiento y aplicacion de jalea real, durante el periodo postparto.

Tipo de Aplicacion de N  Tasa de ovulacion Retorno a estro
amamantamiento jaleaf (media + EE) (n) (%)
Sin 16 19+0.1 4 25
Continuo
Con 17 25+0.2 2 11.7
Sin 15 2.1+0.1 0 0
Controladof
Con 16 2.8+0.2 0 0

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Dos periodos de 30 min d*. § Cuatro aplicaciones
de 1.0 g.
Porcentaje de ovejas gestantes y paridas

El porcentaje de ovejas gestantes se modificd (p < 0.05) por el tipo de amamantamiento pero no
por la aplicacién de JR o la interaccion de ambos factores (Cuadro 4). Todas las ovejas en
amamantamiento controlado fueron diagnosticadas como gestantes. EI menor porcentaje de
gestacion se obtuvo en las ovejas en amamantamiento continuo sin aplicacion de JR, seguido de
las ovejas en amamantamiento continuo con JR. Kridli et al. (2003); Husein y Haddad (2006)
reportan que la JR (doce aplicaciones de 250 mg d* y 400 mg d*!, respectivamente), incrementa el
porcentaje de ovejas gestantes. En este estudio no se observé efecto de la aplicacion de JR; sin
embargo el porcentaje de gestacion es superior a los reportados por los autores mencionados.

Dos ovejas en amamantamiento controlado, diagnosticadas como gestantes abortaron, por lo
que el porcentaje de ovejas paridas con y sin aplicacion de JR disminuyd. No se encontraron

diferencias estadisticas (p > 0.05) por efeco de amamantamiento, JR o la interaccion de ellos.
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Cuadro 4. Ovejas gestantes y ovejas paridas con dos tipos de amamantamiento y aplicacion

de jalea real, durante el periodo postparto.

Tipo de Aplicacion de N Ovejas gestantes( Ovejas paridas
amamantamiento jaleai (n) (%) (n) (%)
Sin 16 9 (56.2)? 9 (56.2)

Continuo
Con 17 15 (88.2)° 15 (88.2)
Sin 15 15 (100)° 14 (93.3)

Controladot
Con 16 16 (100)° 15 (93.7)

ab-\/alores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). + Dos
periodos de 30 min d. § Cuatro aplicaciones de 1.0 g. § Determinado por ecografia abdominal d
100 PP.
Fecundidad y prolificidad

El tipo de amamantamiento o aplicacion de JR no modificaron (p > 0.05) la fecundidad o la
prolificidad (Cuadro 5). La fecundidad general en este experimento fue de 1.15, similar a la
reportada por Cruz-Espinoza (2011) de 0.98 y 1.1 en ovejas en amamantamiento continuo y
controlado respectivamente. Fraire-Cordero (2015) reporta una fecundidad de 1.03 en ovejas de
pelo en amamantamiento continuo, en condiciones similares a las de este estudio. En contraste,
Castillo-Maldonado et al. (2013), en época reproductiva encontré fecundidades de 1.42 a 1.63 en
un estudio realizado en la misma unidad experimental, la diferencia con lo obtenido en este estudio

puede estar relacionado con la época del afio.
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Cuadro 5. Fecundidad y prolificidad en ovejas pelibuey con dos tipos de amamantamiento y

aplicacion de jalea real, durante el periodo postparto.

Tipo de Aplicacion N Corderos Fecundidad Prolificidad
amamantamiento de jalea nacidos
Sin 16 14 0.87 15
Continuo
Con 17 22 1.29 1.4
Sin 15 17 1.13 1.2
Controlado
Con 16 22 1.37 1.4

No hubo diferencias significativas (p > 0.05). T Dos periodos de 30 min d*. § Cuatro aplicaciones
de 1.0 g.

La prolificidad promedio en este estudio fue 1.41, similar a los reportado por Castillo-
Maldonado et al. (2013) y Fraire-Cordero (2015). Castillo-Maldonado et al. (2013) no encontraron
efecto del tipo de amamantamiento para estas dos variables, lo cual concuerda con lo obtenido en
este estudio. Sin embargo, Ronquillo et al. (2008) reportan incremento de prolificidad con el uso
de amamantamiento controlado 6 destete precoz (p < 0.05). La variacion de resultados para esta
variable puede ser debido a factores como la alimentacion de las ovejas al cubrir los requerimientos
energéticos (5.41 kcal EM) y proteicos (13-14 % PC) para la produccion de leche (Romero y Bravo,
2012) durante el anestro postparto, la condicion corporal previa al parto y durante la monta (Herrera
et al., 2010), y la época del afio, ya que la prolificidad en ovejas pelibuey es mayor en los meses
de octubre a noviembre (Michel-Aceves et al., 2011).

Hamadeh et al. (1996), reportan que la fertilidad (36.9) y prolificidad (1.16) en ovejas Awasi en
un régimen de destete a dos meses PP e introduccion de carneros son superiores a las obtenidas
con un sistema de destete precoz (fertilidad de 23.8 y prolificidad de 1.0) a la semana 1 PP. Los

resultados de estos autores son inferiores a los obtenidos en este estudio, pero muestran que es
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posible implementar un sistema de manejo reproductivo en periodo PP, aprovechando el destete y

la introduccion de carnero, sin el uso de hormonas exogenas.

CONCLUSIONES

El manejo reproductivo sin hormonas exdgenas, en ovejas durante el postparto, es una
alternativa viable en produccion limpia. La aplicacion de jalea real incrementd la duracién del estro
y control del amamantamiento mejoro el porcentaje de gestacion, por lo cual se recomienda el uso

de estas dos estrategias en el control reproductivo en ovinos.

60



61



DISCUSION GENERAL

La JR puede mejorar la respuesta reproductiva en humanos (Lewis, 2004; Abdelhafiz y Muhamad,
2008), ratas (Hidaka et al., 2006; Salem, 2013; Ghanbari et al., 2015), conejos (Elnagar, 2010; EI-
hanoun et al., 2014), ovinos (Husein y Kridli, 2002; Husein y Haddad, 2006; Kridli y Al-Khetib,
2006), y su adicion a medios de fertilizacion (Abd-Allah, 2012) o dilucion de semen (Moradi et
al., 2013) también produce resultados benéficos. En ovejas de lana, la JR incrementa la incidencia
de estros, reduce el tiempo de inicio a estro (Husein y Kridli, 2002) y mejora el porcentaje de
gestacion (Kridli et al., 2003; Husein y Haddad, 2006), similar a lo obtenido con la aplicacion de
eCG (Kridli y Al-Khetib, 2006; Husein y Haddad, 2006).

En el primer estudio (Capitulo 1), la dosis de 1.0 g de JR por 3 d, al final de un protocolo de
sincronizacion de estros, redujo el tiempo de inicio a estro respecto al testigo (p < 0.05). La
reduccion en el intervalo de inicio del estro en las ovejas tratadas con JR puede ser por efectos
estimulantes en el crecimiento y desarrollo folicular (Kridli y Al-Khetib, 2006), o el incremento en
la secrecidn de estradiol de los foliculos en crecimiento (Husein y Kridli, 2002). Al respecto,
Mishima et al. (2005) reportan actividad estrogénica de la JR in vivo e in vitro. Suzuki et al. (2008)
y Moutsatsou et al. (2010) mencionan a 10H2DA, 10HDA, 2DEA y 24MET como responsables
de la actividad estrogénica de la JR. El tiempo de inicio a estro fue menor en las ovejas que
recibieron eCG (p < 0.05). Sin embargo, para las variables: respuesta y retorno a estro, ovejas
gestantes, fertilidad y prolificidad no se encontraron diferencias entre la aplicacion de eCG o0 JR (p
> (.05). Lo anterior sugiere la posibilidad de usar JR en sustitucion del uso de eCG.

El amamantamiento es un estimulo inhibitorio de la actividad reproductiva durante el postparto,
por lo que una de las estrategias utilizadas para la reactivacion del eje reproductivo es la restriccion

del amamantamiento (Pérez-hernandez et al., 2002; Morales et al., 2004; Ronquillo et al., 2008;
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Morales et al., 2011; Castillo-Maldonado et al., 2013; Arroyo et al., 2011). Por otra parte, Mostafa
et al. (2008) reportan que la JR mejora el desempefio reproductivo de las ovejas en este periodo.
En el segundo estudio (Capitulo I1l), en contraste con lo obtenido en el primer estudio, la JR en
ovejas postparto no modifico el tiempo e inicio a estro (p > 0.05). El inicio a estro se prolongé en
todos los tratamientos de este estudid, en comparacion a la respuesta obtenida en el estudio 1, y la
reportada por Ronquillo et al. (2008), pero inferior al reportado por Castillo-Maldonado et al.
(2013) en ovejas de pelo postparto.

La duracion del estro se incrementd en las ovejas en amamantamiento continuo y controlado con
JR (p <0.05). Mostafa et al. (2008) también reportan que la JR prolonga la duracion del estro. Este
efecto puede ser atribuido a la actividad de la JR, mediada por los receptores a estrégenos y cambios
en la expresion génica (Mishima et al., 2005; Suzuki et al., 2008; Moutsatsou et al., 2010), 0 a un
efecto directo a nivel central, al modificar algunos neurotransmisores relacionados con el eje
reproductivo, entre ellos dopamina (Salem, 2013). Las variables respuesta y retorno a estro, tasa
de ovulacion, porcentaje de gestacion, paricion, prolificidad y fecundidad, no fueron modificadas
(p > 0.05) por el tipo de amamantamiento o aplicacion de JR. Sin embargo, el porcentaje de
gestacion (50 % y 81.2 % al dia 35 y 55 PP) es superior al resportado por Ungerfeld y Sanchez-
Davila (2012) en ovejas Corriedale postparto, y similar al obtenido por Ronquillo et al. (2008) en
ovejas Pelibuey.

En el tercer estudio (Cépitulo 1V), el tipo de amamantamiento (continuo o controlado) y la
aplicacion de JR no modificaron los dias PP a la ovulacion. Despues del destete, con la introduccion
del carnero al corral de las ovejas, se estimuld la presentacion del estro, y la manifestacion de
signos de estro en las ovejas provenientes de amamantamiento continuo sin JR se presentd en
menor tiempo (p < 0.05), es posible que este resultado esté relacionado con el efecto estresante que

causado por la separacion de los corderos y la presencia del carnero. Por otra parte, la JR
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incremento la duracion de estro (p < 0.05) en las ovejas mantenidas en ambas modalidades de
amamantamiento (continuo o controlado ), similar a los reportado por Mostafa et al. (2008), y lo
obtenido en el segundo estudio. El protocolo de manejo reproductivo utilizado al momento del
destete, permitié que 100 % de las ovejas provenientes de amamantamiento controlado, con y sin
la administracion de JR fueron diagnosticadas gestantes (p < 0.05). Este resultado para porcentaje
de gestacion, es similar al reportado por Castillo-Maldonado et al. (2013) con un protocolo de
induccion de estros con CIDR y efecto macho. La prolificidad y fecundidad no fueron modificadas
por la JR o el tipo de amamantamiento, resultado similar al encontrado en el segundo estudio.

La respuesta reproductiva obtenida en este estudio, muestra que la estrategia de restriccion de
amamantamiento y aplicacién de JR, es similar a la reportada con protocolos de manejo
reproductivo que involucran el uso de hormonas exdgenas. Por lo que esta estrategia es una una

alternativa viable para el control reproductivo.
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CONCLUSIONES GENERALES

En ovejas de pelo ciclicas tratadas con JR, la tasa de ovulacion, porcentaje de gestacion,

prolificidad y fecundidad, son similares a las obtenidas con el uso de eCG.

La induccion del estro con CIDR por nueve dias, en ovejas en el postparto temprano, hace
posible que 81 % de las ovejas se encuentren gestantes a los 55 dias PP. La aplicacion de JR

incrementd la duracion del estro en ovejas en el periodo postparto y al momento del destete.

El control del amamantamiento y administracion de JR son estrategias viables para mejorar la
respuesta reproductiva en ovejas de pelo, en sistemas de produccion limpia. Sin embargo, en
necesario realizar la evaluacion de otras actividades bioldgicas de la JR en las ovejas tratadas con

esta sustancia.
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