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Resumen

El cautiverio de animales de origen silves-
tre, puede representar una oportunidad para
apoyar la conservacion de las diferentes
especies, a través de diversas herramien-
tas incluyendo la reproduccién asistida,
mediante el estudio de su conducta y bio-
logia reproductiva, es posible desarrollar
técnicas especie especificas que permitan su
propagacién en cautiverio. Una de estas técni-
cas es la obtencion de semen mediante el condicio-
namiento operante, lo cual ha permitido protocolos
seguros para garantizar la integridad del personal
y de los ejemplares, asi mismo el condicionamiento
operante disminuye o evita situaciones de estrés en
los animales. Sin embargo es necesario adecuar los
procedimientos a las diferentes condiciones de alo-
jamiento. El objetivo de este trabajo fue describir
el uso del condicionamiento operante, para lograr
la obtencion de eyaculados de ejemplares en cauti-
verio, alojados en condiciones marinas, expuestos
a mareas y oleaje, asi como la presencia de otros
animales y/o distractores del ambiente. Se utili-
zaron tres machos adultos con edad mayor de 12
arios, alojados en locaciones del Caribe Mexicano.
Se establecio un protocolo de condicionamiento
operante basado en refuerzos positivos en el cual
los criterios de avance se estimaron en porcentajes
hasta el cumplimiento del objetivo. El condicio-
namiento de los tres ejemplares para la obtencion
voluntaria de los eyaculados se logro de manera
efectiva. Se recolectaron 18 eyaculados, con volu-
men promedio de 8 ml y concentracion promedio
de 383X10° espermatozoides/ml. En conclusion,
la obtencion de semen mediante el condiciona-

Abstract

The maintenance of wild animals in captiv-
ity may represent an opportunity to sup-
port the conservation of different species
through various tools including assisted
reproduction; by studying their behavior
and reproductive biology, it is possible to
develop species-specific techniques that
allow captive propagation. One of these tech-
niques is to obtain semen by operant conditioning,
which has enabled secure protocols to guarantee
staff and animal safety and integrity; operant con-
ditioning diminishes or prevents stress situations
in animals. However it is necessary to adapt these
methods to different housing conditions. The aim
of this study was to describe the process of operant
conditioning used to obtain ejaculate samples from
captive dolphins housed in marine conditions,
exposed to tides and waves, and to the presence of
other animals and / or distracting environment.
Three captive adult males over 12 years old, held in
Mexican Caribbean locations were used. Operant
conditioning protocol was based on positive rein-
forcement; the criteria to register the progress
included estimated percentages till the objective
was met. The conditioning of the three dolphins
for the voluntary production of ejaculates was
effectively achieved. 18 ejaculates were collected,
with an average volume of 8 ml and average sperm
concentration of 383X10° / ml. In conclusion,
obtaining semen by operant conditioning is an effi-
cient technique that also allows the development of
other purposes such as the evaluation of individual
breeders, artificial insemination and semen cryo-
preservation. Also through operant conditioning,
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miento operante es un procedimiento eficiente
que ademds permite el desarrollo de otros propo-
sitos como la evaluacion de reproductores, inse-
minacion artificial y criopreservacion seminal.
También mediante el condicionamiento operante
se evitan conductas de comunicacion que mani-
fiestan estrés en los ejemplares tales como vocali-
zaciones y otros comportamientos que pudieran
afectar a los demds ejemplares alojados en el
mismo alberque cuando se trabaja en las condi-
ciones descritas en este estudio.

Palabras clave: Cautiverio, delfin, entrena-
miento, espermatozoide, eyaculado, repro-
duccién asistida.

communication behaviors that manifest stress in
the specimens such as vocalizations and secre-
tion of pheromones are avoided; when working
under conditions described in this study, these
behaviours may affect other dolphins held in
nearby enclosures.

Key words: Assisted reproduction, cap-
tivity, dolphin, espermatozoa, ejaculate,
training

Introduccion

Los zoolégicos y acuarios contribuyen a la
conservacion in situ y ex situ de especies sil-
vestres apoyando investigaciones, unificando
disciplinas cientificas como, la ecologia, gené-
tica, fisiologia, anatomia y biologia del com-
portamiento y forman la base de muchos
programas de reproduccién en cautiverio.
Para algunas especies, el manejo de grupos
socialmente cohesionados se realiza mejor
cuando los animales son alojados en grupos
que imitan interacciones sociales y sexuales
que ocurren en la naturaleza (O’Brien et al.
2009).

Uno de los procedimientos utilizados en
apoyo a la reproduccién asistida, es la recolec-
cién de semen, para la cual se han adecuado
los procedimientos a las caracteristicas y
eventos fisiol6gicos naturales de cada especie,
como lo es entrenamiento para la monta sobre
hembras en ceo o maniquies en cerdos (Wolf
& Smital 2009), bovinos (Henney et al. 1990) y
caninos (Kutzler 2005). Sin embargo, son espe-
cies domésticas habituadas al manejo rutinario
por parte del humano. En ejemplares de fauna
silvestre en muchos casos, el simple contacto
con el humano no es suficiente, requiere de
otros factores para la improntacion y/o entre-
namiento de lo que se ha llamado conductas
médicas, por ejemplo la extracciéon de sangre
en grandes felinos (Vera et al. 2004); se sabe que
el refuerzo de un comportamiento calmado
y cooperativo entre el animal y el personal

de entrenamiento, utilizando el condiciona-
miento operante con refuerzo positivo reduce
significativamente la conducta agresiva diri-
gida al humano (Miniera et al. 2011). Uno de
los procedimientos utilizados para apoyar
programas de reproduccion asistida en mami-
feros domésticos y silvestres es la electro eya-
culacion (Seager et al. 1981, Van deVoort 2004,
Martinez et al. 2008), sin embargo requiere la
contencion fisica y quimica.

En mamiferos marinos se utiliza la obten-
cion seminal para la utilizaciéon de semen
fresco y criopreservado durante la insemina-
cion artificial (IA) ésta técnica se ha descrito
en delfin nariz de botella (Tursiops trunca-
tus), desde la década de los 505 (Holt 2000).
A pesar de las ventajas de estabilidad repro-
ductiva y social de los programas de IA utili-
zando semen sexado, y la eficacia demostrada
de estas tecnologias en T. truncatus, en varios
acuarios, la falta de experiencia en IA y los
gastos asociados con el proceso de clasifica-
cion ha frenado una aplicacion mas amplia
(O"Brien & Roobeck 2006, O Brien et al. 2009).
Existen diferentes estudios, en los cuales se
ha utilizado técnica de electro eyaculacion
(Seager et al. 1981, Martinez et al. 2008). En
T. truncatus este procedimiento fue descrito
por Seager et al. (1981). En la actualidad, en
la mayoria de trabajos para la recoleccion de
semen en cetaceos, incluyendo el T. trunca-
tus, se ha utilizado la técnica del condiciona-
miento operante (CO), de los ejemplares para
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la eyaculacion voluntaria. Sin embargo estos
trabajos describen resultados en condiciones
de cautiverio en albergues fuera del mar o
aun con los ejemplares completamente fuera
del agua (Robeck et al. 2004, Robeck & O Brien
2004, Yuen et al. 2009). Con el condiciona-
miento apropiado, la recoleccién de semen
y la obtencién de otras muestras como orina
y sangre, ademds de revisiones fisicas inclu-
yendo la utilizacién de equipo para la ecogra-
fia, se pueden realizar de forma voluntaria
(Schapiro et al. 2003, Robeck et al. 2004, Clay et
al. 2009, O"Brien et al. 2009).

El CO descrito por Skinner, quien afirmé
que si una conducta tiene consecuencias
positivas, habrd una mayor probabilidad de
que suceda nuevamente y se incremente su
frecuencia y se llama operante porque es el
organismo quien manipula, y opera sobre el
ambiente de forma activa para lograr o inhibir
consecuencias (Ernstein 1980).

En T. truncatus, el condicionamiento ope-
rante, ha sido estudiado desde 1972 (Beach et
al. 1972) y se ha observado que, las técnicas
para la obtencién y conservaciéon seminal in
vitro en fresco o mediante criopreservacion
espermaética reportadas en cada estudio mues-
tran variaciones obteniendo diferente éxito
reproductivo al utilizar distintos protocolos de
reproduccién asistida incluyendo los métodos
de recoleccion seminal (Holt 2000, Robeck et
al. 2001, Robeck & OBrien 2004). Se sabe que
los eyaculados obtenidos por electro eyacula-
cién, pueden mostrar menos concentraciéon en
comparacién con los obtenidos mediante un
eyaculado obtenido con vagina artificial.

Debido a lo anterior, se hace importante
definir protocolos adecuados para las condi-
ciones de trabajo en cada lugar y que mues-
tren resultados constantes y predecibles, que
permitan cumplir con los objetivos de los
proyectos a realizar. Es por lo anterior, que
el objetivo de este trabajo, fue establecer un
procedimiento mediante CO que proporcione
seguridad para el manejo de los ejempla-
res y del personal que lo realicé, para lograr
la obtencion de eyaculados de buena cali-
dad, para los procedimientos reproductivos
que se pretende realizar con los animales en

cautiverio, alojados en condiciones marinas,
expuestos a mareas y oleaje, asi como la pre-
sencia de otros animales y/o distractores del
ambiente.

Material y métodos

El trabajo, se realiz6 con tres machos mayo-
res de 12 afios, alojados en dos diferentes loca-
ciones del Caribe Mexicano, con coordenadas
geograficas 20° 16' 45" N, 87° 23' 30" W y 20°
29N, 86° 54W respectivamente. En ambos
casos, los ejemplares se alojaron en condicio-
nes marinas, con exposicion a eventos natura-
les persistentes como la elevaciéon de la marea
y la presencia permanente de oleaje con dife-
rente intensidad, asi también a la presencia de
10 hembras, las cuales se encontraban en anes-
tro inducido por la administracién de altreno-
gest (Regumate ® Intervet) (Katsumata 2010).
La dieta de los ejemplares fue integrada con
pescado descongelado: Arenque (Clupea haren-
qus, Linnaeus, 1758), Capelin (Mallotus villo-
sus, Miiller, 1776), Menidia menidia, Linnaeus,
1766), consumiendo aproximadamente 60 a 80
kcal/kg de peso vivo por dia.

Entrenamiento

Para el inicio del trabajo, se establecieron los
siguientes procedimientos: Las sesiones de
trabajo, se realizaron siempre con la inten-
ciéon de evitar al maximo que los ejemplares
las relacionaran con los horarios, actividades
y personas interactuantes en las funciones
recreativas de los delfines. Se defini6 en cada
locacion un area fisica para la extraccion del
semen, la cual se ubico lejos de las zonas de
actividad turistica. Las sesiones de entrena-
miento, se realizaron al menos cinco veces por
semana, sin establecer horarios ni frecuencia,
para que esta conducta no se relacionara con
algin otro evento casual concurrente. En la
tabla I, se describe el protocolo de entrena-
miento utilizado, estableciendo los criterios
para evaluar el avance en la conducta y una
estimaciéon en porcentaje del avance para
lograr el objetivo.

El condicionamiento de las conductas, fue
reforzado de manera positiva, durante cada
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sesion y segun el criterio de avance, utili-
zando como refuerzo positivo el alimento que
integraba su dieta diaria.

La recoleccion del semen se realiz6 mante-
niendo a los ejemplares en posicién de cubito
dorsal, manteniendo la regién ventral fuera
del agua y siempre en una misma estacion
de trabajo. Los ejemplares recibieron prime-
ramente estimulos sonoros para el inicio de

la sesion seguido de indicaciones visuales
para obtener la posiciéon y posteriormente
estimulos tactiles, para lograr la exposicion
y ereccion del pene fuera del conducto geni-
tal. Enseguida utilizando un guante estéril se
realiz6 la estimulacion manual desde la punta
hacia la base del pene, frotando con un solo
movimiento para introducir el pene dentro de
una “vagina artificial”

Tabla I. Criterios de avance para el entrenamiento y obtencion de semen de Tursiops truncatus.

Conducta Criterio conductual Evento fisiologico Avance
Posicién Posicién dectibito supino y desensibilizacion | Relajaciéon y mantenimiento de la 10 %
al contacto del musculo retractor del pene. | estacion.
Desensibilizacién Ejemplar en Posicion ventral, con tolerancia | Tolerancia a la estimulacion genital por 20 %
al contacto fisico del area genital y del | contacto fisico
musculo retractor.
Contraccién muscular. | Actividad del musculo retractor, en | Contracciones musculares 30 %
respuesta a la estimulacién fisica.
Contraccion repetida | Actividad repetida del miisculo retractor, en | Contracciones musculares repetidas 50 %
respuesta al contacto fisico del area genital.
Contracciéon con Contraccion con ereccion breve sin | Exposicién del pene, con contracciones 55 %
ereccién estimulacién de drea genital. musculares repetidas.
Erecciéon completa Ereccién completa Ereccion del pene, con actividad 60 %
constante del masculo retractor.
Posicién para Posicion dectbito supino, con &rea genital | Expulsion de fluidos (No seminales) con 80 %
recoleccion fuera del agua, y erecciéon completa ereccion mantenida
Obtencién seminal | Eyaculacién en vagina artificial. Eyaculacion. 100 %

La descripcién del musculo retractor del pene en T. truncatus, ha sido realizada por varios autores

(Robeck et al. 1994, Brook et al. 2000).
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Diserio de vagina artificial

La vagina artificial (Fig.1), consisti6 en la colo-
cacion de un cono de latex (AgTech Cat. N°
AV 7100) de 31 cm de longitud, dentro de un
cono de plastico rigido con una longitud de
15 cm, didmetro mayor de 8.5 cm y didme-
tro menor de 6.5 cm. Los primeros 5 cm de la
parte mas ancha del cono de latex, se disten-
dieron sobre la cara externa del cono rigido en
su parte mds ancha, el resto del latex, se intro-
dujo dentro del cono rigido, buscando man-
tuviera su estructura centrada y simétrica. Al
final del cono de latex, se colocé un tubo gra-
duado para recibir el eyaculado y proceder de
manera inmediata a su evaluacién. La inten-
cion fue disefar una estructura que fuera de
facil manipulacién y permitiera un “sellado”
al estar en contacto el pene erecto del ejemplar,
con el cono de latex, produciendo ademas un
estimulo tactil de intromision, semejante a la
vagina de la hembra, ademas de evitar la con-
taminacién del semen recolectado, con agua
marina, ya que el proceso de recoleccién semi-
nal, se realizé en un ambiente marino natural,
con la presencia de oleaje.

Figura 1.- Vagina artificial con tubo graduado

Resultados
Condicionamiento de ejemplares

El condicionamiento de los ejemplares para
la obtencion voluntaria de los eyaculados uti-
lizando el mismo procedimiento, se logré de
manera efectiva con el protocolo propuesto y
mostré un avance de cada ejemplar acorde a
su propia capacidad de aprendizaje, logrando
el objetivo entre 15 a 20 semanas.Obtenido el
primer eyaculado, fue reforzada la conducta y
mantenida, aun cuando los eyaculados obte-
nidos no se utilizaran.

Utilizacion de la vagina artificial

Con respecto al disefio y uso de la vagina
artificial, se encontré una alta eficacia, por
las siguientes razones: Las dimensiones esta-
blecidas, mostraron proporcionalidad con el
tamafio y forma del pene de los ejemplares,
acopldndose adecuadamente a cada uno,
favoreciendo la friccion del pene, lo cual impi-
di6 la contaminacion con agua del eyaculado.

Figura 2.- Recoleccion seminal
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Indicadores seminales obtenidos

Para efectos comparativos, se recolectaron en
total 18 eyaculados, seis de cada ejemplar. Los
pardmetros seminales obtenidos, mostraron
un volumen promedio de 8 ml, con una con-
centracion espermatica promedio, de 383 X10°
espermatozoides/ml.

Figura 3.- Espermatozoides de Tursiops truncatus

Discusién y conclusiones

Con el procedimiento realizado para obte-
ner y recolectar el semen, se lograron obtener
eyaculados con indicadores seminales ade-
cuados, similares a otros estudios (Yuen et
al., 2009; Séanchez et al., 2015), que permiten
su utilizacion en la evaluaciéon de reproduc-
tores, criopreservaciéon y procedimientos de
reproduccion asistida en cautiverio. Logrando
obtener las conductas deseadas, con los ejem-
plares en condiciones marinas, expuestos a
oleaje con diferente intensidad y la presencia
de otros ejemplares que pudieron ser hembras
o machos, ademés de otras especies marinas.
Lo anterior, evidencia la relevancia de este

trabajo, ya que otros trabajos describen pro-
cedimientos en condiciones de delfinarios con
alberca sin oleaje.

Destacando ademads, que es un procedi-
miento correcto y eficiente que no expone a
ningdn riesgo la integridad de los ejemplares
o entrenadores, ademas de ser una técnica no
invasiva como la electro eyaculacién (Fleming
1981).

Utilizado las técnicas de reproduccion asis-
tida, se evita el traslado de ejemplares con
propositos de reproduccion, que implica ries-
gos para la integridad del ejemplar y costos
de maniobras. Asi también puede contribuir
a programas de reproduccion asistida entre
instituciones o empresas en las cuales no se
cuente con ejemplares o estos no cuenten con
el desarrollo fisiolégico reproductivo apto
para lograr este propodsito. Ademas en México,
La Ley general de vida silvestre prohibe la
importacion, exportacion y re exportacion de
mamiferos marinos (articulo 55 bis).

Adicionalmente con el CO para ésta y otras
conductas en cetdceos y en muchos otros
casos, también ha permitido realizar dife-
rentes tratamientos clinicos veterinarios sin
tener que recurrir a la contencién quimica o
fisica, logrando una considerable disminucion
de estrés en los animales e incrementando la
seguridad tanto de los operadores como de los
ejemplares involucrados en los procedimien-
tos, ya que con los procedimientos de CO se
evitan conductas de comunicacién que mani-
fiestan estrés en los ejemplares tales como
vocalizaciones y secreciones de feromonas
(Butterworth et al. 2013), lo cual puede afectar
a los demas ejemplares alojados en el mismo
albergue cuando se trabaja en las condiciones
descritas en este estudio.

El procedimiento utilizado en este trabajo,
demuestra ser una herramienta ttil en las téc-
nicas de reproduccién asistida y que ademas
que puede ser considerado como un refuerzo
positivo mas para los ejemplares (O Brien &
Robeck, 2006, O’Brien et al. 2009), con otras
intenciones como puede ser el manejo de los
machos para su movilizacién dentro de insta-
laciones en cautiverio.

Herrera B. et al.



Por lo anterior, es que se hace evidente
desarrollar y mantener las técnicas de condi-
cionamiento de los ejemplares asociadas a su
manipulacién para lograr la IA, ya que esta es
una herramienta indispensable para conser-
var la variabilidad genética de las poblaciones
en cautiverio.
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