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RESUMEN

El presente estudio se realizé en la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec
con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes niveles de aceite de maiz sobre la
digestibilidad in vitro de dietas basadas en pasto y sobre aspectos reproductivos en
la oveja Pelibuey, para lo cual se plantearon dos experimentos. 1. “Digestibilidad in
vitro”, se probo la inclusion de cuatro niveles de aceite sobre la digestibilidad in vitro
de dietas basadas en pasto, la digestibilidad se realizé por 24 h, en la cual se
observo que los niveles 3y 6 % de inclusion de aceite en la dieta producen un mayor
volumen de gas acumulado (268 mL y 252 mL) respectivamente, sin embargo la
digestibilidad del tratamiento TA3 es estadisticamente mayor (P<0.05) comparada
con los tratamientos de mayor inclusion de aceite. 2. Se Utilizaron 15 ovejas Pelibuey
distribuida al azar en tres tratamientos en funcion del nivel de aceite en la dieta. TAO:
0%, TA3: 3%, TA6: 6%, los celos fueron sincronizados artificialmente con PGF2a y
FGA, el dia 28 del experimento los animales fueron sacrificados para recuperar los
ovarios, a los cuales se les midi6 el tamafio de foliculos y mediante puncion la
obtencion de los foliculos. Se encontré diferencia (P<0.05) tanto para el tamafio de
foliculos de talla grande como para ovocitos de excelente calidad para el tratamiento
TA3 en comparacién con los tratamientos TAO y TA6. En conclusion, la adicion de
aceite entre el 3 y 6% de aceite de maiz en dietas basadas en pasto, no afecta la
degradabilidad in vitro de la materia seca, ni modifica el tamafio y el nimero de
foliculos pequefios y medianos, pero si la poblacion de foliculos grandes, mejorando

la calidad de los ovocitos recolectados.



ABSTRAC

The present study it realized in the University of the Papaloapan Campus Tuxtepec
with the evaluated the level corn oil oil on the in vitro digestibility diets based on
pasture and effect on reproductive aspects in the sheep Pelibuey, for which two
experiments. 1. " In vitro digestibility ", the incorporation of four levels of oil on the
in vitro digestibility of diets based on pasture, the digestibility has realized for 24 h,
in which is observed that levels 3 and 6 % of incorporation corn oil in the diet
produce a major volume of gas accumulated (268 and 252) respectively,
nevertheless digestibility of the treatment TA3 is statistically major (P <0.05)
compared with treatments of major incorporation corn oil. 2 "Quality follicles and
eggs”. There were in use 15 sheeps Pelibuey distributed at random in three
treatments depending on the level of oil in the diet. TAO: 0 %, TA3: 3 %, TAG6: 6 %,
the jealousies were synchronized artificially with PGF2a and FGA, on the 28th of
the experiment the animals were sacrificed to recover the ovaries, to which the size
of follicles measured and means of puncture the obtaining of the follicles. One
found difference (P <0.05) so much for the size of follicles it details big as for eggs
of quality supreme in the treatment TA3 againt treatments TAO and TA6. In
conclusion, the addition corn oil between 3 and 6 % of oil of maize in diets based
on pasture, it neither affects the in vitro degradability of the dry matter, not modifies
the height and the number of small and medium follicles, but if the population of big

follicles, improving the quality of the eggs gathered.



1. INTRODUCCION

La reproduccion en los rumiantes esta influenciada por diversos factores tales como:
especie, raza, estado fisiolégico, nutricion entre muchos mas. Y dentro de estos la
nutricién tiene un papel preponderante especificamente la energia, ya que un aporte
de grasa en la dieta representa una fuente importante de esteres de acidos grasos y
en consecuencia energia. Los acidos grasos (AG) han demostrado tener efectos
concretos en diferentes tejidos, con beneficios potenciales para la fertilidad. Estos
beneficios parecen ser independientes de la disposicion de calorias y cambios en el
estado energético del animal (Santos et al., 2008). Los diferentes efectos de los AG
en los tejidos reproductivos han sido demostrados in vitro e in vivo en la
esteroidogénesis, metabolismo de las células endometriales, calidad y desarrollo de
embriones (Fuston, 2004). Sin embargo, los resultados de los trabajos de
investigacion son contradictorios ya que la composicién de AG de diferentes fuentes
varia en su perfil. Sin embargo, al alimentar rumiantes con grasas naturales, sin
ningun tipo de tratamiento nos encontramos con varios problemas: la grasa recubre
la fibra disminuyendo la digestibilidad de la misma, baja el pH ruminal , acidifica el
rumen, alterando las condiciones para que las bacterias trabajen adecuadamente; los
AGI ejercen un efecto toxico sobre las bacterias del rumen, los microorganismos
biohidrogenan los AGI modificando su perfil (Weiss et al., 2004), perdiéndose con
ello la posibilidad que el rumiante sea mas eficiente en la sintesis de las hormonas

sexuales y por lo tanto el comportamiento reproductivo del animal.



2. HIPOTESIS

La suplementacion con aceite de maiz en dietas basadas en pasto favorece la

dindmica folicular en las ovejas Pelibuey y por ende, la calidad folicular.



3.- OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto del aceite de maiz sobre la digestibilidad in vitro de dietas basadas

en pasto y su efecto sobre aspectos reproductivos en la oveja Pelibuey

3.2. Especificos

a) Evaluar la adicion de diferentes niveles de aceite maiz sobre la degradacion in

vitro en dietas para rumiantes basadas en pasto.

b). Evaluar el uso de la suplementacion de aceite de maiz sobre la calidad folicular y

ovocitaria en ovejas Pelibuey.



4.- REVISION DE LITERATURA

4.1. Suplementacion Lipidica

Uno de los principales problemas que disminuyen la produccion ya sea de carne o
leche de rumiantes, son los eventos endocrinos que tienen lugar durante el periodo
posparto, modificando la eficiencia reproductiva tanto de novillas como hembras
adultas. Mientras que en la especie ovina, los trabajos de suplementacion alimenticia
con fuentes lipidicas se realizaron originalmente para elevar el valor energético de la
racion y mejorar la ganancia de peso y calidad de la carne en los corderos, asi como
la cantidad y calidad lipidica de la leche en las razas lecheras (Wood et al., 2003); sin
embargo, a partir de la experimentacion con grasa de sobrepaso y fuentes ricas en
Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPI) y esenciales sobre aspectos reproductivos, las
ovejas constituyen un modelo animal ideal para evaluar los AG y su potencial de

respuesta reproductiva en rumiantes.

4.2. Fuente de Acidos Grasos

La suplementacion a base de lipid}os en los rumiantes ha sido usada en los ultimos
afios para incrementar la concentracion de energia en la dieta y disminuir los efectos
del balance energético negativo que experimentan los animales alimentados de

manera tradicional (Garnsworthy, 2002), especialmente aquellos que son mantenidos



en pastoreo. Una gran variedad de fuentes de grasa han sido utilizadas para la
suplementacion en ganado bovino bajo condiciones experimentales. Algunas de ellas
incluyen grasas vegetales o animales, sebo, grasa amarilla, harina de pescado,
grasas hidrogenadas, jabones de calcio, acidos grasos libres, y semillas de algodén,

soya, canola, cacahuate, cartamo, girasol, entre otras (Funston, 2004).

4.3. Técnicas de Fermentacion Ruminal

La modificacion de los patrones de fermentacion ruminal a formas mas eficientes
motiva la investigacion de la dinamica de las poblaciones ruminales, su metabolismo
y modelaje. Un ejemplo es el uso de antibidticos ionoforos, que ha tenido gran éxito
reduciendo las pérdidas de energia y proteina en el rumen. Sin embargo, el uso de
antibidticos enfrenta la opinion publica, y la prohibicién en la unidén europea desde

enero de 2006.

La evaluacion de otras alternativas en el control de poblaciones especificas de
bacterias es una actividad de interés para los cientificos (Calsamigia et al., 2007).
Debido a ello, numerosos trabajos se han dirigido a diversas sustancias que puedan
afectar los organismos del rumen, como extractos de vegetales, aceites, bactericidas
de origen vegetal. Magafia-Sevilla et al., (2005), encontraron una reduccion en la
produccion de gas in vitro sin diferencias en la digestibilidad de la materia organica

(MO) o materia seca (MS) utilizando aceites saponificados. Sin embargo, en las



pruebas de digestion en lotes como las mencionadas no se logra la adaptacion de las
bacterias ruminales hasta alrededor de 7 dias en condiciones in vitro (Cardozo et al.,
2004) y se requiere de la determinacién del metano en el estudio para definir si la

reduccién de gas es a expensas de éste.

Una alternativa para el estudio de la digestién de nutrientes y ecologia microbiana
son los fermentadores de cultivo continuo (Fuchigami et al., 1989) Las ventajas que
presenta son costo, tiempo, menor variacion entre unidades experimentales y la
posibilidad de prescindir de animales fistulados utilizando contenido ruminal de rastro
y heces. De manera similar a los métodos in vivo se requieren de técnicas confiables
para el aislamiento de células microbianas. Los dos métodos mas comunes utilizados
in vitro son los sistemas de tecnologia de simulacion ruminal (RuSiTec) y sistemas
continuos de doble flujo. Una de las diferencias entre la ecologia ruminal in vitro e in
vivo es la capacidad del animal de defaunar el rumen, aunque los resultados entre la

técnica de doble flujo in vivo son similares el 80% de las evaluaciones.

Recientemente Fondevilla y Pérez Espes, (2007) presentaron un método sencillo y
econdmico que permite la produccion de gas in vitro, operando bajo el esquema de
simulador de la funcién ruminal. La patente puede ser adaptada con matraces
aforados de mayor capacidad que los descritos para ser utilizados en fermentaciones
a plazos mayores a las 96 h, manteniendo condiciones Optimas para el estudio de

microorganismos.



Utilizar sistemas de fermentacion continua y cromatografia de gases producidos in
vitro, puede ser utilizado para definir si la inclusion de aceites saponificados reduce la
produccion de metano a través del efecto sobre la viabilidad de bacterias
metanogénicas, y validarlo para los aceites que se utilizan de manera comercial

como el aceite de maiz.

4.4 Acidos Grasos e implicaciones a nivel ruminal.

Las grasas libres mas utilizadas como suplementos grasos en las raciones de los
rumiantes son de origen vegetal (aceite de girasol, soya, palma, maiz, etc) o animal
(pescado, sebo de vacuno, manteca de cerdo, mezclas, etc.) las grasas libres, sobre
todo las ricas en AGPI de cadena larga, no se pueden utilizar en grandes cantidades
por su efecto toxico para ciertas especies de bacterias ruminales, o que causa un
impacto negativo en la digestion ruminal, particularmente sobre la fermentacién de
fibra (Jenkins, 1996) y tiene efectos negativos sobre el consumo de MS vy resultados
productivos (Kitessa et al., 2001). Sin embargo, el aporte de lipidos a la racion en
forma de grasas protegidas o mediante la incorporacion de semillas oleaginosas es
una via para incrementar los AG disponibles para la absorcién intestinal sin afectar la
flora microbiana ruminal a la par que se evita o reduce la accién de esta sobre los
AG. Si los lipidos son accesibles a la microflora del rumen, estos son hidrolizados

(mas del 80%) liberandose los AG (Doreau y Ferlay, 1994). Tras la hidrolisis de los



lipidos, los AGPI libres sufren un proceso de biohidrogenacién para generar
moléculas mas saturadas (Aldrich et al., 1995; Plascencia et al., 1999). A
consecuencia del proceso de hidrolisis y biohidrogenacion, los lipidos que pasan al
intestino delgado de los rumiantes son predominantemente AG libres (85-90%)
mayormente saturados (80-90%), de los que el acido estéarico (C18.0) representa
dos tercios y el acido palmitico el tercio restante (Drackley et al, 2007). Por lo tanto,
el principal AG disponible para su absorcion intestinal en rumiantes es el &cido
estéarico. Sin embargo, el acido oleico es predominante en la musculatura de los
rumiantes suponiendo en torno al 40% del total de los AG (Bas y Sauvant, 2001).
Esto es debido a que una gran parte del acido estearico absorbido es
deshidrogenado previamente a su deposicion tisular por la enzima A9- desaturasa
(Smith et al., 2006). La pequefia fraccion de AGPI que escapa a la biohidrogenacion
(10-15%) es absorbida en intestino y depositada como tal en la grasa de los tejidos lo

gue puede contribuir a modificar su perfil de AG (Givens et al., 2006).

4.5. Acidos grasos y su importancia en la reproduccion

El uso de grasa en la dieta para influir positivamente en la reproduccién de los
rumiantes ha despertado el interés de varios investigadores (Staples et al., 1998;
Hess, 2003; Funston, 2004). Las investigaciones realizadas sobre la suplementacion
de grasa han sido encaminadas en vacas de uno o0 mas partos, y en novillas de

reemplazo. Las grasas han sido suministradas antes y después del parto. Debido a



gue algunos AG son esenciales para los mamiferos y al papel de algunos de éstos
AG sobre los procesos reproductivos, es posible que la reproduccion del ganado sea
influenciada mas por el tipo de lipidos consumidos que por el consumo total de
grasa. Esto es particularmente importante ya que los rumiantes hidrogenan en el
rumen los AGPI, limitando el aporte de AGI de la dieta que seran absorbidos en el
intestino delgado (Baldassarre et al, 1994; Santos et al., 2008). No obstante, es
posible que algunos AGI especificos logren pasar intactos por el rumen y sean
absorbidos en el intestino delgado, pudiendo mejorar la eficiencia reproductiva
directamente en el tejido blanco del aparato reproductor de la hembra (de manera
autocrina o paracrina), o por un efecto indirecto mediado por el sistema endocrino
(Staples y Thatcher, 2005). Algunas de las variables de respuesta que han sido
estudiadas son: edad a la pubertad, dinamica folicular, intervalo parto ovulacion,
porcentaje de concepcion a primer servicio, porcentaje de prefiez, intervalo entre
partos, dificultad de parto, entre otros (Fuston, 2004). Para determinar los
mecanismos potenciales de accion, los cientificos han investigado la dinamica
folicular, perfiles y cambios hormonales, funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada
y desarrollo embrionario (Fuston, 2004). El efecto de la suplementacion grasa sobre
el comportamiento reproductivo en rumiantes no es totalmente claro. Muchos de los
datos publicados provienen de estudios que tienen mayor énfasis en objetivos
nutricionales que reproductivos (Funston, 2004). La suplementacion grasa en

cantidades moderadas normalmente estimula la produccion de leche debido a su alta



concentracion de energia, pero su impacto en la reproduccion es menos consistente

(Staples y Thatcher, 2005).

45.1. Secrecién de hormonas

Cuando los lipidos son incluidos en las dieta de los rumiantes para incrementar la
concentracion de energia, puede mejorar el balance calérico en el animal e influir por
esta u otra via en la actividad hipofisiaria-gonadal durante el periodo posparto
(Adamiak et al., 2005). La energia proporcionada por los lipidos suplementarios
incrementa la secrecion de hormona luteneizante (LH) en animales que han estado
consumiendo menos calorias de las requeridas (Sklan et al., 1991). Sin embargo, no
se ha definido con claridad algin mecanismo independiente de la energia para tal

efecto.

En ovejas, el efecto positivo de la suplementacion con grasas y aceites se ha
atribuido al aporte energético de los lipidos, especialmente en hembras con balance
energético negativo (Mattos et al., 2000). Aunque existen evidencias que sefialan
gue después de la suplementacion con grasa aumentan los niveles séricos o
foliculares de colesterol, insulina, somatotropina, leptina y AG no esterificados,
relacionandose con una mejor respuesta endocrina del eje hipotalamo hipdfisis
gonada o del desarrollo folicular ovarico, los resultados publicados son variables e

inconsistentes al respecto, por lo que la respuesta endocrina en los ovinos a partir de

10



la suplementacién con lipidos no se ha esclarecido totalmente (Wonnacott et al.,
2010). Con base en los resultados presentados por Espinoza et al. (2008), existe un
mayor nivel sérico de insulina en ovejas alimentadas con grasa de bovino en
comparacién a las alimentadas con granos (2.5 vs 1.7 ng/ml), igualmente la
somatotropina aumenta en promedio de manera significativa en las ovejas
suplementadas con dicha fuente energética. Sin embargo, estudios realizados en
ovejas Pelibuey muestran que aunque con la suplementacion de AG aumenta la
respuesta ovarica, las concentraciones de FSH e insulina no siempre muestran
diferencias importantes entre hembras suplementadas con aceite y las no

suplementadas (Herrera et al., 2003).

El colesterol es el principal sustrato para la sintesis de progesterona en el cuerpo
[iteo (Childs et al., 2008). De esta manera, la suplementacion de AG puede
incrementar la concentracion de P, plasmatica (Lopes et al., 2009) y asociarse
positivamente con las tasas de prefiez ya que dicha hormona regula las secreciones
endometriales (Gray et al., 2001) y los cambios en la estructura endometrial que son

fundamentales para el desarrollo adecuado del embrion (Wang et al., 2007).

La P4 y su relacion con los AG poliinsaturados es inconsistente. En un estudio se
observo un incremento de la produccion de P4 in vitro, cuando se cultivaron células
de la granulosa de cabras en un medio enriquecido con acido linoleico, pero no con

acido a-linolénico (Coyral-Castel et al., 2010). Estudios in vitro indican que el

11



metabolismo de la P, puede ser inhibido por concentraciones altas de &acido a-
linolénico en el medio de cultivo (Piccinato et al., 2010). Si esto ocurre in vivo, tal vez
se relaciona con que, ciertos AGPI pueden incrementar la concentracion sérica de
insulina y esta a su vez, reduce la expresion hepética de algunas enzimas del
complejo citocromo P450 que catabolizan la P, (Lemley et al., 2008). La relacion de
los AGPI con la sintesis de hormonas esteroides ha sido explicada con mayor detalle
partiendo del efecto del acido araquidénico en la maquinaria de la esteroidogénesis
[proteina reguladora aguda de esteroides (STAR), citocromo P450.]; o a través de las

prostaglandinas (Wathes et al., 2007).

4.5.2. Acidos grasos y respuestas reproductivas

Diferentes efectos especificos de los acidos grasos en los tejidos reproductivos han
sido demostrados in vitro e in vivo en la esteroidogenesis (Wathes et al., 2007),

calidad y desarrollo de embriones y calidad de ovocitos (Thangavelu et al 2007)

Zeron et al., (2002) examinaron los efectos de los cambios estacionales en la
composicion de AG de fosfolipidos de liquido folicular, células de la granulosa y
ovocitos colectados de vacas lecheras tanto en verano como en invierno. La
proporcién de acidos grasos insaturados en los ovocitos y células de la granulosa
fue mayor en verano y el porcentaje de acidos grasos monosaturados y

poliinsaturados fue mayor en ovocitos y células de la granulosa en invierno. Ademas,

12



se detectaron relaciones entre las concentraciones de AGPI desarrollo embrionario y
fertilidad. Las concentraciones de AGPI en el liquido folicular disminuyen en verano
asociado con la disminucion del desarrollo embrionario y la fertilidad de las vacas. El
numero de foliculos, calidad del ovocitos fueron evaluados en ovejas suplementadas
con sales célcicas de aceite de pescado por 13 semanas, estas presentaron mas
foliculos, mejor calidad de ovocitos y una mayor proporcién AGI de cadena larga en

plasma y células del camulos (Zeron et al., 2002).

Bilby et al., (2005) evaluaron diferentes fuentes de AG en vacas y su influencia en la
calidad de los ovocitos y desarrollo folicular en la estacion de verano. Los
tratamientos fueron: 1) aceite de cartamo, 2) sales calcicas de acidos octadecanoico,
3) sales célcicas de aceite vegetal y 4) aceite de linaza. Ellos encontraron en este
estudio, que la fuente de suplementacion enriquecida con grasa en diferentes AG
omega, afecta el foliculo y el tamafio del cuerpo Iiteo en vacas lecheras durante el
verano. Pero no altera la calidad del ovocito segun lo determinado por la
subsecuente capacidad para formar un embrion en desarrollo después de la

fecundacion in vitro.

Herrera et al., (2003) adicion6 4 % de aceite de maiz del total de la materia seca de

la dieta a ovejas donadoras de embriones por un periodo de 23 dias, determin6 que

la adicion de aceite de maiz, rico en AGPI, favorecié el numero de cuerpos lateos,

13



células colectadas totales y embriones, ademas incrementd el nimero de embriones

en estado de moérula.

14



5.- MATERIALES Y METODOS

5.1. Experimento 1. Digestibilidad in vitro

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Biologia de la Universidad del

Papaloapan Campus Tuxtepec, ubicada en las coordenadas geogréficas. Latitud

Norte 18°04'52", Longitud Oeste 96°07'07" y una altura de 20 msnm (INEGI, 2010).

5.1.1. Dieta y tratamientos

Se formularon 4 dietas isocaloricas (8.9 MJ/kg de MS) e isoproteicas (10.5 % PC/ kg

de MS), con tres niveles de inclusion de aceite de maiz (0, 3, y 6 %) en base a

materia seca. Las dietas fueron formuladas para hembras adultas de 35 kg de peso

Vivo y una ganancia diaria de peso de 80 g (AFRC, 1993). El forraje base utilizado

para este estudio fue Digitaria decumbens.

1.- TAO: 150 mg de forraje + 100 mg de maiz molido.

2.- TA3: 179 mg de forraje +63.mg de maiz molido + 8 mg de aceite de maiz.

3.- TA6: 205 mg de forraje + 30 mg de maiz molido + 15 mg de aceite de maiz.
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4.- TA9: 227.5 mg de forraje + 22.5mg de aceite de maiz.

5.1.2. Preparacion del medio

Las dietas fueron incubadas por triplicado en botellas de vidrio en medio de cultivo
(Menke and Steingas, 1988) con fluido ruminal en una relacion de 70:30
respectivamente. 500 mg de la dieta fue incubada por 24 h (Theodoruo et al., 1994),
posterior a este tiempo cada frasco se filtro a través de papel filtro de peso conocido
utilizando una bomba de vacio. El liquido restante del proceso de filtrado fue
almacenado en frascos de vidrio debidamente tapados e identificados, para su

posterior analisis.

5.1.3. In6culo

El in6culo fue obtenido de liquido ruminal de rastro de la parte medio ventral del
rumen de bovino, colocado en un recipiente sellado para proteccion del aire y
transportado al laboratorio, fue filtrado con un colador de malla dentro de un vaso de
precipitado, manteniendo el flujo de CO,, posteriormente se procedié a licuar los
sélidos remanentes en la malla en una licuadora, a la cual se le agreg6 la solucion
buffer durante 20 segundos a 1.500 rpm; se mantuvo el flujo de CO, para evitar la
entrada de aire por efecto del licuado. Se filtré6 huevamente el liquido obtenido y se

adiciond al liquido ruminal filtrado anteriormente. Esta mezcla fue el indculo que
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finalmente se adicion6 a cada botella. El inéculo de liquido ruminal se mantuvo bajo

CO; en una placa de calentamiento a 39 °C, hasta que fué utilizado.

5.1.4. Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras fue realizada bajo el siguiente orden:

1.- Se pesaron 250 mg de cada tratamiento y se depositaron en un frasco de 120 ml

por triplicado perfectamente identificados.

2.- Se adicionaron 2 ml de agua destilada (previamente hervida y enfriada hasta

39°C) a los frascos con las muestras, procurando no agitar el contenido

3.- Se agregaron a los frascos con las muestras 14 ml del medio de cultivo, a una
temperatura de 39°C, dejando fluir en los mismos y durante 30 segundos suficiente

CO,, posteriormente fueron tapados y sellados para evitar la entrada de Oxigeno.

4.- Se adicionaron a los frascos con las muestras 4 ml de liquido ruminal, se

extrajeron 4 ml de gas CO,, durante el proceso se procuré un manejo cuidadoso y

gentil para evitar en lo posible la adherencia de muestra a las paredes del frasco.
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5.1.5. Incubacién

Todos los tratamientos fueron incubados por triplicado a 39° C para dar inicio a la
digestion microbiana para el tiempo establecido (24 h) en una incubadora. Los
tiempos de medicién post infusion fueron: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h. en cada botella. El

tiempo cero para el cultivo fue cuando las botellas fueron selladas y pinchadas.

5.1.6. Produccion de gas in vitro

Para medir la presion generada por la produccién gas se utilizO una manguera
nivelada previamente con solucion buffer y adaptado a una jeringa de plastico para

medir el volumen de gas (ml).

5.1.7. Filtrado

La solucion final de cada botella (después de 24 h) fue filtrado con papel filtro grueso
comercial Whatman No. 2, previamente identificado y pesado. Una vez filtradas, las
muestras fueron secadas a una temperatura de 60 °C por 12 h, para determinar MS y

por diferencia con el material inicialmente incubado calcular la MS degradada.
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5.1.8 Analisis estadistico
Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de un factor y se les aplico la

prueba de medias Tukey con el programa estadistico SPSS para Windows.

5.2. Experimento 2. Respuesta reproductiva

5.2.1. Localizacién

El presente trabajo se realiz6 en una explotacion particular en Tuxtpepec Oaxaca,

en las coordenadas Latitud Norte 18°04'52" y, Latitud Oeste 96°07'07. Presenta un

clima calido humedoAf(m)i; con un régimen pluviométrico de 4,100 mm. anuales y

una temperatura media de 25° C (INEGI 2010).

5.2.2. Animales

Se utilizaron 15 ovejas adultas multiparas y secas de la raza Pelibuey, con un peso

vivo de 32.7 £ 1.87 kg y una condicién corporal de 2.8 £ 0.2 puntos al inicio del

experimento en la escala de 1 a 5 segun Russel et al., (1969).
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5.2.3. Tratamientos

Las ovejas fueron distribuidas al azar en tres tratamientos en base a los resultados

del experimento 1y alimentadas con estas raciones diariamente.

TAO: (n=5), 600 gr de forraje y 400 gr de maiz molido

TA3: (n=5) 720 gr de forraje + 250 gr de maiz molido + 30 gr de aceite de maiz,

TAG6 (n=5) 820 gr de forraje +120 gr de aceite de maiz + 60 gr de aceite de maiz.

El aceite de maiz correspondiente a cada tratamiento fue proporcionado via oral con

una jeringa de 100 ml, con la finalidad de asegurar que cada animal consumiera la

cantidad de aceite de acuerdo a cada tratamiento.

5.2.4. Sincronizacién de celos

Para la sincronizacidon de celos, las ovejas recibieron 2 ml de PGF2ael dia 0 (inicio

del experimento), una segunda dosis fue aplicada en el dia siete, dia en el que se

inicio la deteccion de los celos durante tres dias con la ayuda de un macho entero

con mandil, a celo detectado se aplicé una tercera dosis de PGF2a y se insertaron
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esponjas vaginales impregnadas con 20 mg de FGA (Chronogest CR Intervet)

durante 12 dias.

5.2.5. Determinacién de la poblacion folicular y obtencion de ovocitos

La determinacion de la poblacién folicular y obtencion de ovocitos se obtuvo de
animales que fueron sacrificados el dia 22 del experimento, coincidiendo este
momento con el retiro del progestageno. Los ovarios fueron recuperados y se
colocaron en una bolsa de sellado hermético con 200 mL de suero fisiologico
(Solucién Hartmann, Pisa) y transportados al laboratorio en un recipiente isotérmico
para su evaluacion. La determinacion el tamario de foliculos se realizdé con un vernier
milimetrico y fueron clasificados en pequefios (2-2.99 mm) medianos (3 a 4.99 mm) y
grandes (>5 mm). Los complejo ovocito-cumulos (COC) fueron aspirados mediante

puncion.

Se aspiraron todos los foliculos =2 mm con una jeringa de 5cc y aguja de 18 x 17%.
mm. El contenido folicular colectado fue vertido en una caja de Petri de 100 mm y
diluido con solucién fisiologica para facilitar su evaluacion morfolégica, la cual se
realiz6 con un microscopio de contrastes de fase (Leica modelo DM300), mediante

los criterios del Atlas de reproduccion asistida (Patricio, 2003)
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5.2.6. Andlisis estadistico

Los datos de poblacién folicular fueron transformados logaritmicamente y analizados
mediante un ANOVA y se les aplico la prueba de Tukey. Los datos de calidad
ovocitaria se les aplic6 una prueba de X?, ambas pruebas se corrieron en el

programa estadistico SPSS para Windows.
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6. RESULTADOS

Experimento 1

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la produccion de gas acumulado a las 24
h, de acuerdo a los niveles de aceite adicionados en la dieta, se observa una
diferencia significativa (P<0.05) entre tratamientos, siendo el TAO quien presenta una
mayor produccion de gas, seguido por los tratamientos TA3 y TA6, a excepcion de
TA9 donde la produccion de gas se reduce en un 60% aproximadamente en

comparacion a los tratamientos mencionados anteriormente.

Tabla 1. Efecto del nivel de aceite de maiz sobre el volumen de gas acumulado in

vitro a las 24h

Tratamiento VGA mi
TAO 3152
TA3 268°
TA6 252°
TA9 155°¢

VGA: Volumen de Gas Acumulado
-abe | jterales diferentes entre hileras indican diferencia significativa (P<0.05)
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El efecto del nivel de aceite sobre la degradabilidad de la MS de la dieta se observa
en la Tabla 2. La DIV es similar entre los tratamientos TAO y TA3, siendo este

parametro mayor (P<0.05) comparado con los tratamientos TA6 y TA9.

Tabla 2. Efecto del nivel de aceite de maiz sobre la digestibilidad in vitro a las 24h

Tratamiento DIV
TAO 46.552
TA3 44502
TA6 33.25°
TA9 10.75¢

DIV: Digestibilidad in vitro
abc | iterales diferentes entre hileras indican diferencia significativa (P<0.05)

Experimento 2.

La Tabla 3 presenta los promedios de la poblacion folicular de acuerdo al tamafio

(pequeia, mediana y grande), se observa un promedio ligeramente mayor para los

foliculos pequefios y medianos del grupo TAO sin embargo, no se encontré diferencia

significativa (P>0.05). La poblaciéon de foliculos grandes presenta una diferencia
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significativa (P<0.05). a favor del grupo de ovejas que recibieron el 6% de aceite de

maiz.

Tabla 3. Poblacion folicular (:DE) de ovejas Pelibuey suplementadas con 3y 6% de

aceite de maiz.

Talla folicular
Tratamiento

Pequefios Medianos Grandes
(< 3mm) (3a4 mm) (> 5mm)
Total Media Total Media Total Media
TAO 54 10.4+3.28% 33 6.6+2.96° 7 1.4+1.4°
TA3 43 8.6+3.1% 30 6.0+1.73% 11 2.2+1.3°
TA6 49 9.8+3.42° 26 5.2+0.83% 18 3.2+1.6%

&€ Literales diferentes entre hileras indican diferencia significativa (P<0.05)

La Tabla 4 muestra la calidad de los ovocitos para cada grupo de ovejas. Se observa
gue las ovejas del grupo TA3 presentaron una mayor proporcién de ovocitos de

calidad excelente y regular en comparacién con las ovejas del grupo TAOy TA6 La

25



diferencia encontrada fue estadisticamente significativa (P<0.05). Las proporciones

de las categorias buena y mala fueron similares entre grupos (P>0.05).

Tabla 4. Calidad de ovocitaria de ovejas Pelibuey suplementadas con 3 y 6% de

aceite de maiz.

Calidad Ovocitaria

Tratamiento

E % B % R % M %
TAO 2° 2222 3* 3333 1° 11.11  3*  33.33
TA3 57 3846 2*  15.38 42 30.76 2* 15.38
TA6 3° 27.2 3? 27.2 1° 9.0 22 181

E: Excelente, B: Buena, R: Regular M: Mala

abe | jterales diferentes entre hileras indican diferencia significativa (P<0.05)

E: ovocitos de excelente calidad, B: ovocitos de buena calidad, R: ovocitos de regular calidad, M:

ovocitos de Mala calidad

La proporcion de foliculos lavados y ovocitos recuperados se muestran en la Tabla 5

donde el porcentaje de foliculos lavados por grupo se mantuvo alrededor del 40 %;

por otro lado, la recuperacién se ubicé alrededor del 26 %, siendo ligeramente mayor

26



en el grupo TA3 (31.70 %) en comparacion con los grupos TAO y TA6 (22.5y 25.0%

respectivamente).

Tabla 5. Proporcion de ovocitos recuperados de ovejas Pelibuey suplementadas con

el 3y 6% de aceite de maiz.

Tratamiento FM FL %FL OR %O0R
TAO 94 40 42.55 9 22.5
TA3 84 41 48.80 13 31.70
TAG6 93 44 47.30 11 25.0

FM: Foliculos Medidos, FL: Foliculos Lavados, %FL, % de Foliculos Lavados, OR:Ovocitos

Recuperados, %OR: % Recuperados

abe | iterales diferentes entre hileras indican diferencia significativa (P<0.05)

27



7.-DISCUSION

7.1. Experimento 1

La inclusion de grasa en la dieta para aumentar la densidad energética es una
alternativa para suplir esta demanda, sin embargo, los altos niveles de grasa en la
dieta (> 6% de grasa como porcentaje de la MS) tienen efectos negativos sobre la
digestibilidad de la fibra en el rumen, los cuales estan asociados con la inhibicién de
la actividad microbiana, particularmente de los microorganismos celuloliticos y
metanogénicos (Devendra y Lewis, 1974) por accion directa de los acidos grasos en
la membrana celular de los microorganismos o por efectos indirectos de una
reduccion de la disponibilidad de Ca2+ y Mg 2+ (Palmquist, 1991), El uso de grasas
insaturadas en dietas para rumiantes tienen un efecto inhibitorio para la accion
microbiana ruminal, y perjudican la digestion de nutrientes en el rumen, en especial
la fraccion fibrosa (Wu et al., 1991; Jenkins, 1996; Palmquist, 1994). Por otra parte,
las grasas insaturadas inhiben en mayor grado la digestibilidad de la fibra que las
grasas saturadas (Harfoot y Hazlewood, 1988). Boland et al., (2001), reportaron una
mayor (P<0.05).digestibilidad de las dietas basadas en pasto henificado cuando
adicionaron 0, 3, 6,% de aceite de soya sobre la MS, en un periodo de incubacién de
24 hrs, los cuales coinciden con este trabajo donde los niveles de inclusién del 3 y
6% de aceite de maiz no alteran la degradaciéon de MS, ya que la produccién de gas
en el proceso de digestibilidad in vitro permite establecer una relacién lineal positiva

entre la degradaciéon de la MS y la produccién gas durante el proceso fermentativo,
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esta relacién indica que a mayor degradacion del sustrato mayor volumen de gas es
producido, sin embargo, si existe mayor produccion gas no necesariamente significa
una mayor eficiencia por parte de los microorganismos en la utilizacion del sustrato,
de tal forma que dos sustratos de igual degradacion la MS pueden producir
diferentes volimenes gas (Posada y Noguera 2005). Bajo las condiciones en las que
se desarroll6 el presente experimento, esta especie forrajera segun la produccion

acumulada de gas tiene una tasa de digestibilidad inferior al 50%.

7.2. Experimento 2

En el experimento 2 no se encontro diferencia en las categorias de foliculos de
tamafo pequefio y mediano entre los tratamientos. Sin embargo si se encontro
diferencia significativa entre foliculos grandes, estos resultados difieren a los
encontrados por Fouladi-Nashta et al, (2007) quienes encontraron diferencia
significativa (P<0.001) en la poblacion de foliculos pequefios y medianos en vacas
alimentadas con dos niveles de grasa protegida; alto (800 g/animal/dia) y bajo (200
g/animal/dia ) obteniendo los siguientes resultados foliculos pequefios (7.1 + 0.3 vs
6.1 £ 0.3); medianos (9.3 £+ 0.4 vs 7.9 £ 0.3) y grandes (0.5 £ 0.14 vs 0.44 + 0.14), sin
embargo, los resultados del presente estudio son similares a los reportados por
Herrera et al. (2001) quienes no encontraron diferencia entre los foliculo de tamafio

pequefio (3.06 + 0.5 vs 3.1 + 0.4) y mediano (1.1 £ 0.2 vs 0.9 £ 0.2), sin embargo
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se reportan diferencia estadistica en los foliculos de tamafio grande (1.1 £ 0.2 vs 0.5

+0.11).

Los datos del presente trabajo coinciden con diversos trabajos que indican que los
acidos grasos poliinsaturados presentes en las grasas vegetales, en especial el acido
linoléico, ejercen un efecto positivo sobre el nimero y la talla folicular (Mattos et al.,
2000, Fuston, 2004, Staples et al., 1998). Tal es el caso reportado por Lammaoglia et
al. (1997) quienes encontraron una tendencia (P<0.09) a incrementarse el promedio
de foliculos de talla media, esto en vacas suplementadas con 5.2 % de grasa
(semilla de algoddén, aceite de soya y salvado de arroz) (0.77 vs 0.22), en

comparacion con el grupo control.

En el presente trabajo las ovejas del grupo TA3 presentaron la mayor proporcion de
ovocitos con calidad excelente en comparacion con TAO, lo anterior coincide con el
resultado reportado por Zeron et al., (2002) quienes encontraron un 74.3 % de
ovocitos de excelente calidad en ovejas suplementadas con grasas de sobrepaso,

comparado con un 54% en las ovejas del grupo testigo (P<0.05).

La proporcion de los ovocitos con calidad excelente y regular fue mayor para las
ovejas del grupo TA3- (38.46%) comparado con el grupo TAO (22.22%). La
diferencia encontrada entre la calidad ovocitaria entre grupos, pudiera deberse a la

accion de la suplementacién con aceite de maiz, a través de la accion de los acidos
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grasos poliinsaturados presentes en el aceite, debido a que diversos reportes indican
que la suplementacion con AGPI esenciales (linoléico principalmente), provocan un
efecto positivo sobre diversos procesos reproductivos asociadas con la dinamica
folicular (Webb et al., 2004), cabe la posibilidad que estos mismos &acidos grasos
poliinsaturados también hayan promovido positivamente la calidad de los ovocitos tal

como se encontrd en este estudio.

La mejoria en la calidad de los ovocitos, puede deberse a los efectos que ejerce la
suplementacion grasa que modifican positivamente los precursores de las sintesis de
hormonas esteroides y de prostaglandinas, tanto a nivel plasmatico como en el
liquido folicular, enriqueciendo de esta manera el ambiente folicular necesario para la
maduracion del ovocito (Cherlyl et al., 2009), y que este efecto se haya presentado

en el presente estudio a utilizar el aceite de maiz.

8.- CONCLUSION

La adicidn de aceite de maiz entre el 3 y 6% en dietas basadas en pasto, no afecta la

degradabilidad in vitro de materia seca.

La adicién del 3% de aceite de maiz en la dieta de ovejas de pelo, no modificé la talla
y el numero de foliculos pequefios y medianos, pero si la poblacion de foliculos

grandes, mejorando la calidad de los ovocitos recolectados.
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