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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto del estrés caldrico sobre el desarrollo folicular, la
fertilidad, el desarrollo del embrién y la funciéon lGitea en vacas lecheras. 44 532
registros de inseminacion artificial de Aguascalientes y Chihuahua fueron
estudiados. Se utilizaron 60 vacas en cuatro épocas del ano para evaluar el
desarrollo folicular. 42 vacas fueron superovuladas para evaluar la tasa de
fertilizacion y el desarrollo embrionario, y se utilizaron 132 vacas receptoras de
embriones. Los estudios fueron realizados en épocas con o sin presencia de
estrés calorico. El estrés calérico disminuy6 la tasa de gestacién de las vacas
(P<0.01) acentuandose mas en vacas con mayor produccién lactea (P<0.01). Los
porcentajes de gestacion se redujeron cuando el indice temperatura — humedad
fue mayor a 72 en Chihuahua y mayor a 74 en Aguascalientes (P<0.01). La tasa
de fertilizacion fue similar entre épocas de coleccion embrionaria (P>0.05). Las
vacas de época templada tuvieron una mayor coleccion embrionaria (P<0.05). Las
vacas receptoras de embriones en la época de transferencia templada tuvieron
una mayor tasa de gestacion (P>0.01), donde los embriones producidos en época
calida tuvieron una menor habilidad para incrementarla (P<0.01). Las vacas
mantenidas en épocas calidas tuvieron una perdida de la dominancia folicular
(P<0.01) y un mayor numero de ondas foliculares que en las de época templada
(P<0.05). Condiciones ambientales de estrés calorico afectan la dominancia
folicular y la tasa de gestacion de las vacas, deprimiéndose aun mas en vacas con

una mayor produccion lactea.

PALABRAS CLAVE: ESTRES CALORICO, FERTILIDAD, VACAS LECHERAS



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of heat stress on the follicular
development, the fertility, the development of the embryo and the luteal function in
dairy cows. 44,532 registries of artificial insemination of Aguascalientes and
Chihuahua were studied. In order to evaluate the follicular development 60 cows at
four times of the year were used. 42 cows were superovulated to evaluate the rate
of fertilization and the embryonic development, and 132 receiving cows of embryos
were used. The studies were made in times with or without presence of heat
stress. Heat stress diminished the rate of gestation of the cows (P<0.01)
accentuating itself more in cows with greater milk production (P<0.01). The
percentage of gestation were reduced when to index temperature - humidity was
greater to 72 in Chihuahua and greater to 74 in Aguascalientes (P<0.01). The rate
of fertilization was similar between times of embryonic collection (P>0.05). The
cows of tempered time had a greater embryonic collection (P<0.05). The receiving
cows of embryos at the time of tempered transference had a greater rate of
gestation (P<0.01), where the embryos produced at warm time had a smaller ability
to increase it (P<0.01). The cows maintained at warm times had lost of follicular
dominance (P<0.01) and a greater number of follicular waves that in those of
-tempered time (P<0.05). Environmental conditions of heat stress affect follicular
dominance and the rate of gestation of the cows, depressing itself still more in

cows with a greater milk production.

KEY WORDS: HEAT STRESS, FERTILITY, DAIRY COWS
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CAPITULO 1
I. INTRODUCCION

Las explotaciones lecheras han tendido a promover una mayor produccion por
vaca y por lactancia, mediante la adopcién de tecnologia, para mejorar la
administracion y el manejo general del hato, lo que incluye una alimentacion mas
intensiva y precisa, el establecimiento de medidas estrictas de medicina

preventiva, y mayor presion de seleccion genética.

En los dltimos 25 afios, el incremento de la produccién de leche se ha relacionado
con una reduccion de la fertilidad al primer servicio entre 0.5 y 1 % anual (Beam y
Butler, 1999; Roche et al., 2000; Royal el al., 2000; Royal et al., 2001) con un
retraso en el re-inicio de la actividad ovarica post-parto (Staples et al., 1990;
Opsomer et al., 1998; Cartmill et al., 2001), del primer servicio (Faust et al., 1988)
y de la concepcion (Hermas et al., 1987; Washburn et al., 2002; Osen et al., 2003).
Asi mismo, la mayor productividad |lactea se ha asociado también con un mayor
porcentaje de vacas con anestros prolongados (Royal et al., 2001), con retrasos
en la ovulacién y la lutedlisis (Royal et al., 2001). Lo que reduce la eficiencia
reproductiva de los hatos lecheros (Hansen et al., 1983; Oltenacu et al., 1991;
Faust et al., 1988; Butler, 1998; Lucy y Crooker, 2001; Ravagnolo y Misztal, 2001;
Osen et al., 2003).

Por otra parte, la disminucion de la fertilidad en vacas altas productoras de leche,
también se ha relacionado con los cambios en la condicion fisica corporal, ya que
éstas tienen una mayor depresion del balance de energia al inicio de la lactancia,
teniendo que movilizar sus reservas corporales para apoyar la produccion lactea,
lo que conlleva a una lenta recuperacion de la condicion corporal post-parto (Butler
y Smith, 1989; Lucy et al., 1992; Nebel y McGuilliard, 1993; Macmillan et al.,
1996). Es por esto, que la pérdida de la condicion fisica y la profundidad del
balance negativo de energia, se han descrito como factores de riesgo para el

retraso en el reinicio de la ciclicidad ovarica (Opsomer et al., 2000).



En México, las cuencas lecheras de produccion intensiva con mayor desarrollo se
ubican en regiones donde la temperatura ambiente, durante los meses calidos,
pueden rebasar la capacidad de las vacas para mantenerse en condiciones no
estresantes, de confort, particularmente las altas productoras. La alta tasa
metabdlica, asociada a la mayor produccion de leche, puede tener un efecto
aditivo al del estrés calorico, sobre la tasa de fertilidad al primer servicio (Al-
Katanani et al., 1999; Wolfenson et al., 2000; Ravgnolo y Miztal, 2002). En algunos
estudios, se observd en las vacas con mayor potencial de produccién en los
meses con estrés calorico, una mayor depresion de la tasa de no retorno al estro
del primer servicio a 45 (Ravagnolo y Miztal, 2002) y 90 dias (Al-Katanani et al.,
1999).

La importancia economica de la subfertilidad en vacas lecheras, se refleja en tres
vertientes: 1. Los programas reproductivos en los sistemas intensivos de
produccion de leche, se han establecido para obtener un intervalo entre partos
optimo, lo que representa una mayor utilidad economica (Call, 1978; Holmann et
al.,, 1984; Funk et al., 1987; Stevenson, 1997). Sli el intervalo entre partos es
superior al optimo, se incrementa la probabilidad de que el periodo seco sea
mayor y se reduzca la produccion de leche en la siguiente lactancia (Funk et al.,
1987), lo que representa una pérdida potencial de la vida util de la vaca. 2. La
reduccion de la fertilidad en el verano, necesariamente establece una
estacionalidad de los partos (Osen et al, 2003) y de la produccion,
concentrandose en nuestro hemisferio en los meses de junio a diciembre del
siguiente ciclo productivo. La mayor produccion en esa época, en las cuencas de
lecheria intensiva del norte — centro de Méxicq, se suma a la que proviene de
sistemas tradicionales y de doble proposito, con lo que se aumenta la oferta de
leche, que reduce el precio del producto y dificulta su comercializacion. 3. La
subfertilidad incrementa el porcentaje de vacas problema y la probabilidad de
eliminacién prematura de las vacas del hato. Esto ultimo, ha sido confirmado por
varios estudios, al observar que las causas de eliminacion mas importantes de las

vacas, han sido las afecciones del aparato reproductor, lo que representan entre el
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43.8 % y el 57.4 % del total de vacas eliminadas (Talavera et al.,, 1973;
Augstburger et al., 1988, Valdespino, 1991).

Las tendencias ya sefnaladas en las cuencas de produccion intensiva de leche de
México, hacen previsible que el estrés caldrico continte siendo un problema no
resuelto, que afecta la fertilidad de los hatos y que tendra cada vez mayor

vigencia.

CAPITULO 2

Il. REVISION DE LITERATURA

2. ALTERACIONES PRODUCTIVAS, FISIOLOGICAS Y METABOLICAS EN
VACAS LECHERAS BAJO CONDICIONES DE ESTRES CALORICO

2.1. Eficiencia reproductiva y fertilidad

La subfertilidad se ha definido como una condicién que impide el establecimiento
de la prefez después de haberse completado la involucion uterina. Se sabe que
ésta caracteristica es afectada por una gran cantidad de factores como son: la
condicién fisica, enfermedades metabdlicas e infecciosas, mastitis, época de
parto, produccién lactea y condiciones de estrés caldrico, entre otras (Scott et al.,
1999; Grohn y Rajala, 2000; Wolfenson et al., 2000; Hansen, 2001).

A través de los anos, en las vacas Holstein de los sistemas intensivos de
produccion se ha observado una reducciéon significativa del porcentaje de
concepcion en los meses calurosos del afo (Stott et al.,, 1961; McDowell et al.,
1976; Lewis et al., 1984; Cavestany et al., 1985; Silva et al., 1986 Gwasdauskas et
al., 1986; Avendarno et al., 1990; Fernandez, 1997; Yu et al., 1997; Lozano et al.,
1999; Cartmill et al., 2001; Lozano y Gonzalez, 2003), y de Holstein, Pardo Suizo
y sus cruzas con Cebu en clima tropical (Ingraham et al., 1971; Ingraham et -ai.,
1975; Roman et al., 1983; EI-Amin et al., 1986; Lozano et al., 1992).

Varios estudios han determinado, que el efecto del estrés caldrico cinco

(Ravagnolo y Misztal, 2002) y dos dias antes del servicio (Ingraham et al., 1971;
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Ingraham et al.,, 1975; Ravagnolo y Misztal, 2002), al momento del servicio
(Cartmill et al., 2001; Ravagnolo y Misztal, 2002), y en los primeros tres (Ealy et
al., 1993) y siete (Putney et al. 1989 c; Rivera y Hansen, 2001) dias post-servicio
es critico sobre la tasa de fertilizacion y el desarrollo embrionario. En un estudio,
mediante un analisis de regresion, se observé que por cada unidad de incremento
del indice temperatura — humedad (THI) se tuvo una reduccién de 0.5 % de la
TNRE a 45 dias (Ravagnolo y Miztal, 2002).

A pesar de conocer la relacion negativa entre la fertilidad y la produccion de leche,
se desconoce si el efecto de interaccion de la produccion individual y el estrés
calorico puede deprimir aun mas la fertilidad en los meses calurosos del afno. Se
ha encontrado que la depresion de la TNRE a 45 (Ravagnolo y Mistztal, 2001) y
90 d (Al-Katanani et. al., 1999) se presentd en los meses de verano, siendo mas
notoria en vacas con una mayor produccion lactea, donde la magnitud de la
depresion oscil6 entre el 16 (Ravagnolo y Miztal, 2002) y el 90 % (Al-Katanani et
al., 1999).

La disminucion de la tasa de fertilidad en las épocas calidas del afio implica un
incremento del intervalo parto — concepcion y una estacionalidad de las pariciones,
en los meses calurosos de primavera y verano del siguiente ciclo productivo (Osen
et al., 2003). Estas estaciones de pariciébn se han asociado con una menor
concepcion al primer servicio, un mayor numero de servicios por concepcion, un
incremento en los intervalos parto-concepcion y entre partos (Martin et al., 1986;
Lozano et al., 1992; Osen et al, 2003) y una menor duracion del estro
(Gwazdauskas et al., 1981). Lo anterior, también se ha confirmado en vacas
primiparas paridas en los meses de abril a junio (Faust et al., 1988). Al respecto,
Cartmill et al. (2001) estimaron que por cada 10 unidades de incremento del THI al
que fue expuesta la vaca en el dia del parto, la fertilidad del primer servicio

disminuy6 de 4.1 a 4.7%, y la sobrevivencia embrionaria se redujo en un 7.1%.



2.2. Adaptaciones fisiologicas y mecanismos de disipacion del calor

La intensificacion de los sistemas de produccion de leche impone en los animales
grandes demandas fisiologicas, que solo pueden ser satisfechas cuando existe la
constitucion genética adecuada y se garantiza un ambiente donde ésta pueda
expresarse. La temperatura ambiental confortable para el ganado lechero ha sido
estimada entre los - 5 y 20 ° C (Johnson, 1987), mientras que el umbral maximo

no estresante se ha estimado entre 25y 26 ° C (Berman et al., 1985).

Las funciones basales del organismo explican entre el 35 y el 70 % del total de la
produccion diaria de calor, proporcion que varia dependiendo de la cantidad,
calidad y tipo de alimento consumido (Shearer y Beede, 1990b), asi como del nivel
de produccion lactea, ya que se ha demostrado en vacas con baja (18.5 kg/d) y
alta (31.5 kg/d) produccion de leche, una mayor generacion de calor metabdlico,
27 y 48 % mas que en las vacas no lactantes, respectivamente (Purwanto et al.,
1990).

Si a lo anterior se le suma el incremento de la temperatura corporal y de la tasa
respiratoria por efectos del calor ambiental, efecto que ha sido demostrado en
vacas y vaquillas (Gwasdauskas et al., 1981; Rosenberg et al., 1982; Berman et
al., 1985; Shearer y Beede, 1990 a; Shearer y Beede, 1990a; Shearer y Beede,
1990b; Gilad et al., 1993; Hansen, 1994; Howell et al., 1994; Verbeck et al., 1994;
Wolfenson et al., 1995; Trouth et al., 1998; Wilson et al., 1998; Roth et al., 2000;
Guzeloglu et al., 2001, Umphrey et al, 2001), entonces se incrementa la
posibilidad de que la vaca lechera entre en estrés caldrico, que se ha definido
como el limite o punto en el que el calor generado o ganado por la vaca es

superior a su capacidad para eliminarlo (Hansen, 1994).

Para eliminar el calor generado y almacenado en su cuerpo, las vacas responden
al estrés calorico con una reduccion del consumo de alimento y de la absorcion de
nutrientes, con una menor actividad fisica, con un incremento en el consumo de

agua cercano al 30 % y de los requerimientos de potasio y sodio. Asi mismo, se
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incrementan la tasa respiratoria, la temperatura corporal, el flujo sanguineo
periférico, la sudoracion y el jadeo (Kibler, 1950; Wayman et al., 1962; Joshi, 1968;
Shearer y Beede, 1990a; Shearer y Beede 1990b; Berman y Wolfenson, 1992;
Hansen, 1994; Shearer y Bray, 1994; Verbeck et al., 1994; West, 1999).

2.3. Variacion en la produccion lactea

La capacidad productiva de la vaca lechera es afectada por el estrés caldrico
durante el periodo seco y productivo del animal. En vacas sin acceso a sombra, ni
a tratamientos para mitigar el calor durante el ultimo tercio de la gestacion se ha
observado una reduccion del 12 % de la produccion de leche de la lactancia
subsecuente, con relacion a lo observado en vacas con acceso a esos

tratamientos (Collier et al., 1982; Wolfenson et al., 1988; Hansen, 1994).

Durante el periodo post-parto, la reduccion del consumo de materia seca es uno
de los primeros cambios que se dan en las vacas para eliminar el calor corporal en
periodos de estrés calorico, y en buena medida a ello se debe la disminucion de la
produccién lactea. Algunos estudios han observado en vacas Holstein, que
estuvieron sujetas a cambios de temperatura ambiente de 18 a 29.4° C (Rousel y
Chandler, 1984) o que fueron mantenidas en ambientes naturales en los meses
calidos (Wray, 1975), una reduccion en la produccion de leche (Rousel y Chandler,

1984) y en la produccion de leche corregida a grasa (Wray, 1975).

Los efectos del estrés calorico sobre la produccion han sido mas criticos cuando
las vacas fueron expuestas a temperatura ambiente entre 27° y 40° C (Brody,
1954; Johnson, 1983; McGuire, 1989; Wilson et al., 1998) y a una mayor radiacion
solar, en areas sin sombras (Brody, 1954; Roman et al., 1977; Schneider, 1984).
En estas condiciones se observé una reduccién del consumo de materia seca
entre el 10 y el 33% (Johnson, 1983; McGuire, 1989; Wilson et al., 1998), y de la
produccién lactea, entre 10.7 y 43% (Brody, 1954; Roman et al., 1977; Schneider,
1984; Wilson et al., 1998).



En un estudio realizado en Israel en sistemas intensivos de produccion de leche,
se observaron tres efectos estacionales sobre la produccion: 1. Durante el verano,
las vacas en su segundo mes de lactancia produjeron 15 % menos leche, que las
vacas que tuvieron los mismos dias en leche del mes de febrero. 2. Las vacas
paridas en diciembre mostraron una mayor produccion lactea que las paridas en
junio. 3. La reduccion del pico de produccion de leche en el verano tiene un efecto
- acarreado sobre la produccién de otofio (Barash et al.,, 2001). Esto mismo fue
observado en otro estudio, donde el estrés calorico durante el pico de lactancia
disminuy6 la produccién de leche de 2 a 4 kg / d en los primeros 4 y 5 meses de

lactancia (Berman y Wolfenson, 1992).

La composicion de proteina y grasa de la leche también es afectada por la alta
temperatura y humedad ambiental. Se ha observado que cuando la temperatura
ambiente se incrementa de 7.7 a 36 ° C, los porcentajes de grasa y proteina en la
leche se reducen de 3.85 a 3.31 % y 3.42 a 2.98 %, respectivamente (Rodriguez,
1985); ademas, se ha demostrado una fluctuacion en la produccion de proteina de
leche a través del afo, siendo mayor en los- meses de enero y febrero (1.28 kg/d) y
menor en septiembre (1.1 kg/d), por lo que los autores infieren que la produccion
lactea y el contenido de proteina y grasa son mas afectados por las variaciones de
temperatura ambiental y por el fotoperiodo, que por la variacion estacional en la
composicion de la alimentaciéon o por la variabilidad genética de los animales
(Barash et al., 2001).

2.4. Alteraciones metabdlicas y su.repercusion sobre la reproduccion

Se ha observado en vacas expuestas a condiciones ambientales calurosas, una
reduccion de las concentraciones plasmaticas de somatotropina, triyodotironina
(T3) y tiroxina (T4) (Magdub et al., 1982; Johnson et al., 1988; McGuire et al.,
1991). Esta reduccién se ha relacionado con un consumo restringido de alimento,
y se ha propuesto que la declinacion de las concentraciones hormonales fue
debida a un intento por reducir la produccién de calor metabdlico (McGuire et al.,

1991), ya que las hormonas tiroideas tienen un efecto calorigeno al estimular el



catabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos, y el metabolismo en general,
con lo que se incrementa la temperatura corporal y se activan los mecanismos

disipadores de calor (Ganong, 2002).

Cuando el gasto energético es mayor al consumo, las vacas entran en un balance
energetico negativo (BEN), entonces utilizaran sus reservas corporales vy
catabolizaran glucoégeno, proteinas y grasas, por estimulo de las concentraciones
altas de glucagén, glucocorticoides y catecolaminas (Grummer, 1995), por lo que

perderan peso corporal (Butler, 2000).

La reduccion del consumo de materia seca, se ha relacionado con un BEN en
vacas lecheras (Bauman y Currie, 1980; Butler et al., 1998; Kendrick et al., 1999).
Las vacas con BEN tienen una mayor concentracion circulante de acidos grasos
no esterificados (NEFA), que estan estrechamente relacionados con el
catabolismo de las grasas (Shimada, 2003). La produccion tisular de los NEFA
esta regulada por dos lipasas activadas, el glucagén y las catecolaminas, a través
de la proteincinasa A, adenilatociclasa y el adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
que catalizan la hidrolisis de los triglicéridos en glicerol y acidos grasos (Shimada,
2003; Ganong, 2002).

En vacas alimentadas con bajos niveles de energia (Armstrong et al., 2001) y con
un BEN (Mihm y Bleach, 2003) se observa una menor concentracién de insulina
(Mihm y Bleach, 2003), de factores de crecimiento similares a la insulina tipo |
(IGF-I) (Bossis et al., 2000; Armstrong et al., 2001; Mihm y Bleach, 2003) y de
estradiol (E;) (Bossis et al., 2000; Armstrong et al., 2001), que en las vacas que
satisfacen sus requerimientos. Esto mismo se ha observado en vacas lecheras
con BEN durante el post-parto temprano, donde la disminucion de las
concentraciones de IGF-l, glucosa y E; (Beam y Butler, 1997; Butler, 2000;
Armstrong et al., 2001) se han asociado con fallas en la ovulacién de las primeras
ondas de desarrollo folicular post-parto y con un mayor intervalo de la primera

ovulacion posparto (Beam y Butler, 1997; Beam y Butler, 1998).



Si el BEN es prolongado, el glucdégeno puede agotarse, y por lo tanto se
incrementa la gluconeogénesis a partir de aminoacidos vy glicerol. La
interconversion entre aminoacidos y productos del metabolismo de los
carbohidratos y grasas implica la transferencia, eliminacion o formacién de grupos
amino. La actividad de las aminotransferasas en estas condiciones es alta, ya que
participa en la movilizaciéon de las proteinas de los musculos, para liberar
aminodacidos glucogénicos como precursores de glucosa (Ganong, 2002;
Shimada, 2003).

En animales con BEN se ha observado una menor concentracion y frecuencia de
pulsos de la hormona luteinizante (LH) (Beam y Butler, 1997) y menor respuesta
de las estructuras ovaricas a la LH (Butler et al., 2000), por lo que se tienen menos
foliculos de gran tamano (Bossis et al., 2000) y se incrementan las fallas en la
ovulaciéon (Mackey et al., 1999). Se ha sugerido, que una mayor tasa de ovulacion,
puede ser resultado de una accién ovarica directa por la mayor disponibilidad de
glucosa e insulina. En trabajos de investigacion se ha demostrado, que al
aumentar la densidad energética de la dieta, se incrementa la concentracion
circulante de LH, insulina e IGF-l y la frecuencia de pulsos de LH. También, se ha
observado una mayor respuesta del foliculo a la LH, se incrementa la
esteroidogénesis, la probabilidad de ovulacion de los foliculos dominantes y el
numero de foliculos pequenos (Staples et al., 1990; Beam y Butler, 1998).

Por otra parte, las vacas sometidas a estrés calérico presentan alteraciones del
equilibrio acido-base sanguinea, como resultado de un cambio en los medios de
disipacion del calor, de no evaporativos a evaporativos. Los medios evaporativos
que se activan, como sudoracion y jadeo, incrementan la pérdida de CO;, por el
aparato respiratorio y se reduce la concentracion sanguinea de acido carbénico,
con lo que se presenta alcalosis respiratoria (Benjamin, 1981). Como mecanismo
de compensacion, el organismo incrementa la excrecion de bicarbonato por la
orina, reduciendo la concentracion sanguinea del mismo, con lo que se puede

inducir una acidosis metabolica transitoria (Schneider et al., 1988).



2.5. Defensa celular contra el dano de especies reactivas de oxigeno

La sobrevivencia de las células requiere del mantenimiento de la homeostasis, que
es incesantemente amenazada por estresores intra y extracelulares. Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) se derivan de procesos fisiologicos y metabdlicos
normales. El principal proceso biolégico del que deriva la generacion de ROS esta
asociado al funcionamiento de la cadena de electrones de la membrana interna de
la mitocondria, durante la transferencia de electrones de NADH o FADH, (Byung,
1994; Prasad et al., 1997; Achim et al., 1997; Hiroko et al., 1998; Yau et al., 1998;
Schwarse et al., 1998; Loeckie et al., 1999; Gannong, 2002).

Las ROS, llamadas comunmente radicales libres, son moléculas o atomos en cuya
orbita externa el numero de electrones esta incompleto, lo que les da una alta
inestabilidad. El oxigeno se reduce a agua por |la aceptacion de cuatro electrones;
sin embargo, con la reduccidon de un electrén, varios radicales libres y agua
pueden ser formados, como son: superéxido (O»-), hidroxilo (-OH), perdxido de
hidrégeno (H20,), hidroperéxido (HO,), entre otros (Byung, 1994; Yau, 1998).

Los complejos de ubiquinona — citocromo b, son los sitios con la mayor generacion
de O,-, donde la mayoria de los O,- producidos en la mitocondria son convertidos
a H,0O, por la actividad de la superoxido dismutasa. El H,O, mitocondrial puede
escapar de la accion de la dismutasa y salir al citosol (Byung, 1994; Achim et al.,

1997; Yau, 1998)

Las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CT) y la glutationa
peroxidasa (GSH-Px) reducen las ROS, y neutralizan el efecto danino de los
radicales libres en la célula. Estas substancias, agrupadas en el sistema de
defensa de antioxidantes para proveer una maxima proteccion celular, estan
localizadas no solamente en la mitocondria, sino también en compartimentos de

otros organelos celulares (Byung, 1994; Yau, 1998).
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Existen otras substancias antioxidantes, como las vitaminas A, C, E, glutationa,
taurina, alfa tocoferol, ceruloplasmina, transferina y selenio, entre otros, que
acttan reduciendo las ROS y/o dando proteccion celular en diferentes niveles
(Ealy et al., 1992; Ealy y Hansen, 1994; Aréchiga et al., 1994; Aréchiga et al.,
1995).

2.5.1. Dano celular por los radicales libres

La peroxidacion de los acidos grasos polinsaturados involucra tres procesos
definidos como: iniciacién, propagacion y terminacion. La iniciacion, usualmente
procede con la formaciébn de conjugados por substraccion de atomos de
hidrogeno; la propagacion de la peroxidacion lipidica, realza la interaccion del
oxigeno molecular con el carbén central de los radicales libres, para formar
hidroxiperéxidos lipidicos, cuyos radicales son capaces de generar reacciones
adicionales y propagar la peroxidacion. Con la peroxidacion lipidica de la
membrana celular y de los organelos intracelulares, ocurren cambios importantes,
que alteran la cohesion del arreglo de la bicapa lipidica y su estructura
organizacional. Se ha establecido, que los principales acidos grasos de la
membrana que sufren esta peroxidacién son el acido linoleico y el acido
araquidonico (Ross y Maldus, 1991; Prasad et al., 1997).

Con la oxidacién de los aminoacidos, las proteinas invariablemente tienen
cambios en su configuracion, los que han sido categorizados en fragmentacion,
agregacion y la susceptibilidad a la digestion proteolitica. Se ha determinado, que
aproximadamente 20 tipos de moléculas de acido desoxiribonucleico (ADN), han
sido alterados por la accion de las ROS, entre ellos el ADN mitocondrial (Yau,
"1998,; Loeckie et al., 1999).

2.5.2. Sistemas de defensa de los antioxidantes

Los sistemas de defensa de los antioxidantes se han clasificado en dos niveles
(Davies, 1988).
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2.5.2.1. Defensa primaria

Los antioxidantes como la vitamina A, C y E, la glutationa y las enzimas
superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasas participan en este nivel de
proteccion celular. La vitamina E es liposoluble, y esta asociada con las
membranas ricas en lipidos, como |la mitocondria y el reticulo endoplasmico; ésta
es altamente efectiva para proteger a la membrana contra la peroxidacion lipidica
por reaccion con Oz- y el radical alcaxyl RO (Ross y Maldus, 1991; Prasad et al.,
1997). La vitamina C, reduce las ROS (Oz- , OH- y varios dihidroxiperoxidos) y
ofrece una efectiva proteccion de la membrana plasmatica a la peroxidacion
lipidica, ademas se encarga de restaurar las propiedades antioxidantes de la
vitamina E (Byung, 1994). La glutationa, un tripéptido, es el antioxidante mas
abundante que interactia con numerosas ROS (Ealy et al., 1992; Ealy y Hansen,
1994; Aréchiga et al., 1995; Aréchiga, 1998).

La superoxido dismutasa (SOD) se clasifica de acuerdo al metal que contenga
(Mn, Cu, Fe). En la mitocondria la predominante es SOD unida a Mn, y en
compartimientos del citosol, las que predominan son SOD-Cu y SOD-Zn (Byung,
1994). La catalasa es el principal antioxidante primario que cataliza la conversién
de H,O, a agua (Cheng et al., 1981). Estas dos enzimas tienen afinidad por
diferentes substratos, donde la presencia de bajos niveles de peroxidos organicos
son preferentemente procesados por la peroxidasa; mientras, en altas
concentraciones de peroxido, la enzima dominante es la catalasa. La glutationa
peroxidasa, localizada en el citosol y la matriz mitocondrial, cataliza la reduccion

de H,0; e hidroperdxidos organicos (Byung, 1994).

2.5.2.2. Defensa secundaria

En este nivel de defensa, las células tienen varias enzimas lipoliticas y
proteoliticas, responsables de la reconstruccion del dafo o alteracion de los
constituyentes de la membrana. La peroxidacion de las membranas lipidicas
estimula la accion lipolitica de la fosfolipasa A2 y proveé a las células adyacentes

de mecanismos protectores contra la peroxidacion lipidica. Se sugiere, que la



fosfolipasa A2 interviene en la remocion de los acidos grasos danados de la
membrana lipidica, y podria ser un proceso efectivo para mantener la integridad
de la membrana (Ross y Maldus, 1991; Prasad et al.,, 1997). Por su parte, las
enzimas proteoliticas degradan muchas proteinas alteradas en la célula, por lo
que existen complejos proteicos multicataliticos (Byung, 1994; Prasad et al,
1997).

3. FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis es un proceso de crecimiento continuo y de regresion de la
mayoria de los foliculos antrales, lo que permite el desarrollo de un foliculo
preovulatorio. La foliculogénesis esta regulada por una serie de factores intra y
extraovaricos, que dependiendo del estadio del foliculo, modifican su desarrollo y
la esteroidogénesis, regulando la expresion génica. La interaccién de sefales
endocrinas y los factores intraovaricos determinara si el foliculo se desarrolla y

ovula, o entra en fase de atresia y apoptosis.

3.1.° Dinamica folicular

La dinamica folicular en su fase de crecimiento final se ha clasificado en tres
etapas: emergencia, seleccion y dominancia. En vacas y vaquillas Holstein, se ha
observado que el foliculo dominante no ovulatorio crece en forma lineal, se
mantiene estatico por algunos dias y después inicia su regresion, lo que ha
sugerido que la existencia de las ondas foliculares es un fendmeno bien
controlado, con una relacion temporal consistente, entre la emergencia de la onda
folicular y el inicio de la regresion del foliculo dominante anovulatorio (Ginther et
al., 1989a; Findlay, 1994; Roche, 1996; Adams, 1999; Ireland et al., 2000;
Driancourt, 2001; Ginther et al., 2001).

Los patrones de crecimiento folicular en bovinos durante un ciclo estral, se
caracterizan por tener entre dos y cuatro ondas foliculares. En cada una se
desarrolla un foliculo dominante y un numero variable de foliculos mas pequefos

que sufren atresia (Sirois y Fortune,1988; Driancourt, 2001). En varios estudios,
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realizados en vaquillas (Ginther et al., 1989 a) y vacas lactantes (Ginther et al.,
1989 b; Trouth et al., 1998; Wilson et al., 1998, Towson et al., 2002) se ha
observado que el incremento del nimero de ondas foliculares en el ciclo estral, se

asocia con una extension de la fase Iutea y del periodo entre celos.

3.1.1. Fase inicial del desarrollo folicular

El desarrollo folicular inicial-en las fases preantral y antral temprana se caracteriza
por la mitosis e incremento de capas de las células de la granulosa. Esta fase de
desarrollo inicial esta regulada por factores de crecimiento, de accién autécrina y
paracrina, que inducen cambios en la expresion génica de los foliculos (Monget y
Monniaux, 1995; McNatty et al., 1999; Ethier y Findlay, 2001; Weeb et al., 2003).
En las células de la granulosa, se da una expresion génica (mRNA) para
receptores de hormona foliculo estimulante (FSH), y en las células de la teca se
da una expresion de mRNA para receptores de hormona luteinizante (LH),
citocromo p450 c17 (P450c17), P450 scc y 3B-dihidro hidroxi isomerasa (38-HSD).
Por ende, en las células de la teca los principales esteroides sintetizados son la
pregnenolona, progesterona y androstenediona (McNatty et al., 1999; Driancourt,
2001; Ethier y Findlay, 2001; Weeb et al., 2003).

3.1.2. Fase de emergencia y seleccion

Se ha definido la emergencia como el reclutamiento de un grupo de foliculos
dependientes de las gonadotropinas, que permite que al menos uno de ellos
llegue a ser dominante y tenga oportunidad de ser ovulado (Roche, 1996;
Driancourt, 2001; Weeb et al., 2003). La emergencia estd precedida de un
incremento de los niveles de FSH, cuyo pico se alcanza, cuando los foliculos
reclutados tienen un diametro de alrededor de 4 mm (Adams, 1999).
Posteriormente, en las células de la granulosa de foliculos de 4 a 6 mm, se da la
expresion de mRNA para la P450scc y la P450 aromatasa, evento importante para
que continten su desarrollo (Mc Natty et al., 1999; Webb et al., 2003).



En la fase de seleccion se ha observado en las células de la teca, una mayor
expresion de mRNA para receptores de LH y para las enzimas esteroidogénicas,
3B-HSD vy la proteina transportadora del colesterol (StAR); conforme el tamafio
folicular es mayor, la expresién del mMRNA para StAR se incrementa (Bao et al.,
1998; Fortune et al., 2001). También, en las células de la teca y de la granulosa,
se detecta |la expresion de mRNA para las subunidades alfa y beta de activina e
inhibina (Driancourt, 2001). La activina-en las células tecales ejerce una regulacion
autocrina y paracrina negativa sobre la expresion génica de la enzima P450 17c y
por ende, en la produccion de androstenediona. Mientras que en las células de la
granulosa incrementa la sintesis de receptores para FSH en las granulosas
(Findlay, 1993; Mihm et al., 1998; Ethier y Findlay, 2001) y potencializa la

aromatizacion de los andrégenos, estimulada por la FSH (Ethier y Findlay, 2001).

Varios estudios han confirmado la importancia de la LH en la fase de seleccion.
Esta comienza de 36 a 48 h después del inicio de la emergencia de la onda
folicular (Bao et al., 1998; Ginther et al., 2001) y se caracteriza por una mayor
diferencia en la tasa de crecimiento de los dos foliculos de mayor tamafo, y por
una interrupcidén del crecimiento del resto de los foliculos (Ginther et al., 1996). En
esta fase, es donde se da la transferencia de la dependencia de FSH a LH,
caracteristica de los foliculos dominantes. Cuando ocurre este cambio, la
secrecion pulsatil de LH es indispensable para continuar el desarrollo folicular y
mantener la competencia ovulatoria de los foliculos seleccionados. El nadir de la
concentracion de FSH, se da después de la seleccion, y entonces la cantidad
circulante de esa hormona es insuficiente para mantener el crecimiento de los
foliculos pequenos, pero suficiente para continuar el crecimiento de los foliculos
seleccionados (Gong et al., 1996; Mihm et al., 1998; Bao et al.,, 1998; Adams,
1999; Ginther et al., 2000; Driancourt, 2001; Ginther et al., 2001; Webb et al.,
2003).

Ginther et al. (2001) observaron en vacas, que tratamientos con progesterona (P4)

después de la fase de seleccion, tienen un efecto negativo sobre las



concentraciones de FSH y LH, por lo que se reduce el diametro del foliculo de
mayor tamano y las concentraciones de E; y de IGF-I en el fluido folicular. Eso
denota el papel importante de la LH en el crecimiento y funcién de los foliculos
seleccionados. En esa fase, la mayor frecuencia de pulsos de LH promueve el
aumento de la concentracion de E; e IGF-| libre en el fluido folicular (Savio et al.,
1990; Ireland y Roche, 1993; Evans et al., 1997; Yuan et al., 1998; Fortune et al.,
2001; Ginther et al.,, 2001; Webb et al., 2003) y la sintesis de cantidades
importantes de inhibina. El E; y la inhibina disminuyen las concentraciones
circulantes de FSH y por lo tanto se evita la emergencia y el crecimiento de ondas
foliculares subsecuentes (Findlay, 1993; Roche, 1996; Evans et al, 1997;
Driancourt, 2001; Ginther et al., 2001).

3.1.3. Fase de dominancia

La dominancia se ha definido como el proceso donde se dan una serie de
mecanismos, a través de los cuales el foliculo dominante sufre un rapido
desarrollo y suprime el crecimiento de otros foliculos. En esta fase, en las células
de la teca, por accion de LH y E2, se da la expresion de mRNA para receptores de
LH (Roche, 1996; Driancourt, 2001) y para las enzimas esteroidogénicas, P450
alfa hidroxilasa, StAR y 3B-HSD. Mientras, en las células de la granulosa, se
expresa el mRNA para P450arom. Durante la fase de dominancia se reduce la
union de IGF-l a proteinas ligadoras del IGF (IGFBP), y por ende, hay mayor
biodisponilidad del factor de crecimiento. De hecho, en esta fase del foliculo se
inicia el bloqueo de expresion de los genes que codifican las IGFBP (Monget y
Monniaux, 1995; Roche, 1996; Mihm et al., 1998; Yuan et al., 1998; Lucy, 2000;
Driancourt, 2001).

Varios estudios han observado que la cauterizaciéon del foliculo dominante, en el
dia 3 6 5 del ciclo estral (Adams et al., 1992; Ginther et al., 2000) o su aspiracién
(Diaz et al., 2001), incrementa las concentraciones de FSH horas después, siendo
este evento el responsable del re-establecimiento del crecimiento de los foliculos

subordinados de la primera onda folicular, del retraso de la atresia de otros



(Adams et al., 1992) y del incremento del nimero de foliculos medianos dos dias
después del tratamiento (Diaz et al., 2001). Esto es parte de la evidencia que
demuestra, que el foliculo dominante suprime el crecimiento de los foliculos
subordinados, a través de la secrecion de estradiol, inhibina y otros factores intra-
ovaricos, que reducen la secrecion de FSH (Ginther et al 1989 a; Adams et al.,
1992; Ginther et al., 2000; Diaz et al., 2001; Driancourt, 2001).

En la esteroidogénesis intervienen una serie de reguladores extra e intraovaricos.
La LH, apoyada por efectos paracrinos de IGF-I e inhibina, estimula la sintesis de
P450 17 a hidroxilasa, con lo que se incrementa la produccién de androstenediona
(Driancourt, 2001; Webb et al., 2003). En las células de la granulosa, por accién
de FSH, se incrementa la sintesis de follistatina y la actividad de las proteasas,
que hidrolizan las IGFBP, con lo que la biodisponibilidad de IGF-I es mayor. El
IGF-I incrementa la sensibilidad de las células de la teca y de la granulosa a las
gonadotropinas, a través de la induccion de sintesis de receptores para FSH y LH.
La FSH actua sinergicamente con el IGF-| para aumentar la esteroidogénesis y la
sintesis de inhibina (Monget y Monniaux, 1995; Roche, 1996; Lucy, 2000;
Driancourt, 2001; Webb et al., 2003).

Los reguladores extraovaricos, como la insulina y la hormona del crecimiento, a
través de la sintesis de IGF-| estimulan la proliferacion de las células de la teca y
de la granulosa y la esteroidogénesis. Hormonas como el factor de crecimiento
epidermal, el factor de crecimiento de los fibroblastos, citocinas e IGF-I regulan la
diferenciacion de las células de la teca y de la granulosa, de manera coordinada
con los mecanismos determinados por el AMPc como segundo mensajero,
inducidos por las gonadotropinas (Monget y Monniaux, 1995; Roche, 1996; Lucy,
2000; Driancourt, 2001).

Se ha demostrado, que la maduracion del foliculo dominante es bloqueada por

niveles altos de progesterona, que suprimen la secrecion de la LH (Sirois y
Fortune, 1988; Savio et al., 1988; Savio et al., 1990 a; Evans et al., 1997; Adams,
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1999). En varios estudios, se ha observado que la tasa de crecimiento del foliculo
dominante de una segunda onda folicular es menor en la fase lutea, que la
observada en los foliculos dominantes de la primera y tercera onda folicular; lo
anterior, debido al efecto de retroalimentacion negativa de la progesterona sobre
la secrecion de las gonadotropinas (Sirois y Fortune, 1988; Savio et al., 1988;
Savio et al., 1990 a; Savio et al., 1990 b; Evans et al., 1997; Ginther et al., 2001).

Al momento de la lutedlisis, se incrementa la frecuencia de pulsos de LH, el
foliculo dominante inicia una fase de crecimiento final con mayor producciéon de
estradiol (Savio et al., 1988; Roche, 1996; Evans et al., 1997; Mihm et al., 1998) e
incrementa su capacidad para ser ovulado (Savio et al., 1990). Asi mismo, se ha
observado que el tamano del foliculo ovulatorio tiene una relacion negativa con el
intervalo lutedlisis - onda de secrecion de la hormona luteinizante, lo que ha
sugerido que la longitud del proestro y el intervalo entre el tratamiento con un
luteolitico y la manifestacion del estro, estan determinados por el tamarno del

foliculo preovulatorio (Sirois y Fortune, 1989).

La atresia del foliculo dominante se inicia entre el 4° y 6° dia de la dominancia. En
ese momento, en las células de la granulosa y de |a teca todavia es alta la sintesis
de mRNA para receptores de LH y para las enzimas esteroidogénicas (P450
aromatasa, P450scc, 33-HSD, P450c17, P450 aromatasa y StAR). En el proceso
de atresia declina la actividad de esas enzimas y se pierde la actividad
esteroidogénica de los foliculos (Monget y Monniaux, 1995; Roche, 1996; Evans et
al., 1997; Bao et al., 1998; Driancourt, 2001; Webb et al., 2003), al tiempo que se
incrementa la sintesis de las IGFBP (Monget y Monniaux, 1995; Yuan et al., 1998).

3.2. Efecto del estrés caldrico sobre el desarrollo y la calidad folicular

Se ha descrito un efecto del estrés caldrico sobre la emergencia, seleccion vy
dominancia folicular; asi como sobre la calidad de los foliculos ovulatorios.
Estudios realizados durante el verano en Florida, E.U., e Israel, en los primeros

ocho (Badinga et al., 1993) y 12 dias del ciclo estral (Wolfenson et al., 1995) de
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vacas Holstein en su ultima fase de lactancia (11 a 13.5 meses en ordefa, y de
12.7 a 16 | de leche / d) (Badinga et al, 1993; Wolfenson et al., 1995) y en su
lactancia temprana (2 meses en ordefia y 36 | / d) (Wolfenson et al., 1995),
mostraron una reduccion del diametro y del fluido folicular del foliculo dominante y
un incremento del diametro del foliculo subordinado (Badinga et al., 1993); el
diametro maximo del foliculo dominante se alcanzé mas rapidamente y se detecto
una emergencia mas temprana del foliculo que finalmente ovulé (Wolfenson et al.,
1995).

En estudios realizados en vacas lactantes con 60 a 110 dias en leche, llevadas a
estrés caldrico en camaras climaticas, del 11° al 21° (Trouth et al., 1998) o del 13°
al 21° (Wilson et al., 1998 a) dia del ciclo estral, se observé un incremento en el
numero de foliculos pequenos entre los dias 11y 15, y del 20 al 21 del ciclo estral
(Trouth et al., 1998), una reduccion de la tasa de crecimiento del foliculo
dominante emergido de la segunda onda folicular y del tamaro del foliculo
dominante preovulatorio (Wilson et al.,, 1998 a). También se ha descrito una
reduccion del porcentaje de vacas que mostraron ovulacion del foliculo dominante
de la segunda onda folicular, en comparaciéon con lo observado en las vacas
mantenidas en termoneutralidad (Wilson et al.,, 1998 a). Los datos anteriores,
fueron interpretados como un efecto del estrés calorico que comprometio la
funcion del foliculo dominante, la ovulacion y el mecanismo luteolitico (Trouth et
al., 1998; Wilson et al., 1998 a). Ademas de asociarse la pérdida de dominancia
folicular con un mayor numero de ondas foliculares y con un ciclo estral mas
extendido (Trouth et al., 1998).

El efecto del estrés caldrico sobre la dominancia folicular se ha observado también
en vacas no lactantes (Guzeloglu et al., 2001) y vaquillas Holstein (Wilson et al.,
1998 b), ocasionando una reduccion del diametro del foliculo dominante, el
incremento del numero de foliculos pequefos y grandes en el ciclo folicular
subsecuente (Guzeloglu et al.,, 2001), al igual que el tamano del foliculo

subordinado entre los dias 14 a 22 del ciclo estral (Wilson et al., 1998 b). El estrés
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calérico reduce la dominancia folicular (Guzeloglu et al., 2001) y la calidad folicular
(Wilson et al., 1998 a), quiza debido a una menor secrecion de inhibina (Guzeloglu
et al.,, 2001). Aparentemente la lactancia amplifica el efecto del estrés calorico

sobre el desarrollo folicular (Wilson et al., 1998 b).

Recientemente, en vacas con promedio de 90 dias post-parto y produccion de 35
kg de leche/d, expuestas a radiacion solar-directa sin sistemas de mitigacion,
durante un ciclo estral completo se observd una emergencia temprana de la
segunda onda folicular, como resultado de la reducciéon de la dominancia del
foliculo dominante emergido de la primera onda folicular (Roth et al., 2000). La
emergencia temprana del foliculo dominante de la segunda onda folicular se ha
relacionado con un incremento del nimero de foliculos mayores de 10 mm de la
primera onda folicular, con una reduccion del niumero de foliculos de 6 a 9 mm
entre los 7 y 10 dias del ciclo estral (Wolfenson et al., 1995) y con un incremento
de la concentracion sérica de FSH del 8° al 13° dia del ciclo estral (Roth et al.,
2000). Se ha sugerido que la emergencia temprana del foliculo dominante
preovulatorio, da como resultado la ovulacion de foliculos de mayor edad
(Wolfenson et al., 1995; Roth et al., 2000).

Se ha demostrado un efecto retrasado del estrés caldrico, con un marcado
incremento de la secrecion de FSH y de la reduccion del nimero de foliculos de
tamano medio en los primeros 10 dias del siguiente ciclo estral en condiciones de
termoneutralidad, lo que fue relacionado con las bajas concentraciones
plasmaticas de inhibina cuando estuvo presente el estrés calérico en un ciclo
estral previo (Roth et al., 2000).

En la época calida se ha incrementado la proporcion de vacas que presentaron
dos o mas cuerpos luteos, comparado con lo observado en vacas de época
templada, lo que puede ser resultado de una falla de la dominancia del foliculo
preovulatorio en las épocas calidas (Ryan et al., 1993). Esto, pudiera estar

relacionado con lo observado en vacas en condiciones de estrés calorico, las



cuales presentaron crecimiento de dos o mas foliculos grandes y altas
concentraciones de FSH durante la primera onda folicular y la Gltima fase del ciclo
estral (Roth et al., 2000).

En vacas bajo condiciones de estrés caldrico se puede afectar la funcion folicular y
litea (Rosenberg et al., 1982; Wolfenson et al., 1993; Howell et al., 1994), por las
alteraciones que sufren las células de la teca y de la granulosa, y el mismo ovocito
(Badinga et al., 1993; Wolfenson et al., 1997; Roth et al. 2000; Guseloglu et al.,
2001). En vacas (Wilson et al., 1998) y vaquillas (Gwasdauskas et al., 1981)
mantenidas en condiciones de estrés caldrico en camaras climaticas, se ha
observado una menor concentracion sérica de E, durante el proestro y el estro, lo
que posiblemente esta relacionado con cambios en las enzimas esteroidogénicas
(Wilson et al., 1998).

3.3. Efecto acarreado del calor sobre la esteroidogénesis folicular y la
calidad del foliculo preovulatorio

Si se toma en cuenta que el periodo requerido para que un foliculo antral pequefio

(0.13 mm) llegue a un estado preovulatorio (8.5 mm) es de aproximadamente de

41.5 dias (Lussier, 1987), es muy probable que en condiciones normales, muchos

foliculos preovulatorios del inicio del otofio pudieron ser afectados en su desarrollo

inicial por las altas temperaturas del verano, y que sean inferiores en calidad a los

que completan todo su desarrollo en confort térmico.

Se han realizado estudios con la finalidad de evaluar los posibles efectos de
acarreo del estrés calorico sobre la esteroidogénesis folicular. En vacas Holstein
lactantes con produccién lactea entre 10 y 15 | / d expuestas al calor durante el
verano, se observo en el dia siete del ciclo estral una menor concentracion de
estradiol y androstenediona en el fluido folicular del foliculo dominante, que lo
observado en vacas que no estuvieron expuestas al calor. Los autores
concluyeron que esta diferencia estacional en la esteroidogénesis, puede deberse

a un efecto directo del estrés sobre el ovario, o indirecto a través de una reduccion



del consumo de alimento o a modificaciones en la secrecion de las gonadotropinas

(Wolfenson et al., 1997).

En vacas Holstein lactantes expuestas a estrés caldrico en un ciclo estral, se
observo, en los primeros 10 dias del siguiente ciclo estral en condiciones de
termoneutralidad, un marcado incremento de la secrecion de FSH y una reduccion
del nimero de foliculos de tamafio medio, lo que fue asociado con las bajas
concentraciones de inhibina observadas en el ciclo previo. Los autores proponen
que los efectos inmediatos y la respuesta retrasada al estrés calorico en la
fertilidad de las vacas, podrian ser explicados por este mecanismo (Roth et al.,
2000).

En estudios realizados, en vacas Holstein lactantes (Roth et al., 2001 b) y no
lactantes (Guzeloglu et al., 2001) expuestas a estrés caldrico durante todo el
verano (Roth et al., 2001 b) o solamente durante un ciclo folicular (Guzeloglu et al.,
2001), se observé un incremento de los foliculos no saludables (Guzeloglu et al.,
2001), una reduccion de la calidad del cimulo ovigero (Roth et al., 2001 b) y del
desarrollo embrionario (Roth et al., 2001 b; Guzeloglu et al., 2001). Asi mismo, se
demostro, que la eliminacién de los foliculos que tuvieron parte de su desarrollo en
condiciones de estrés calorico, mediante tratamientos repetidos con factor
liberador de las gonadotropinas (GnRH) o mediante la aspiracion frecuente de los
foliculos mayores de 5 mm (Gozeloglu et al., 2001) y de 3 a 7 mm (Roth et al.,
2001 b) durante varios ciclos estrales, permitié el desarrollo de foliculos de mejor
calidad y mejor6 el porcentaje de embriones que, derivados de ellos en
condiciones in vitro, llegaron hasta el estadio de blastocito, en comparacién con lo

observado en los foliculos del grupo de vacas no tratadas.

No se sabe el mecanismo exacto por el cual el estrés calérico puede afectar a los
foliculos y a los ovocitos, pero se ha descrito, que se produce un dafio en la
comunicacion intercelular entre las células granulosas, del cumulo y el ovocito

(Roth et al., 2001a; Al-Katananni et al., 2002), se afecta la competencia del ovocito
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para ser fertilizado (Sartori et al., 2002; Al-Katananni et al., 2002), se altera el
contenido proteico del fluido folicular (Ambrose et al., 1999), la viabilidad de las
células de la granulosa y de la teca interna, y se producen cambios en la
esteroidogénesis (Wolfenson et al., 1993; Wolfenson et al., 1997; Roth et al.,
2001a).

Se sugiere que la capacidad biosintética de las células foliculares es susceptible al
estrés calorico, y aunque la diferencia en la respuesta al calor entre las células de
la granulosa y de la teca se desconoce, puede estar relacionada a la
diferenciacion temprana de las células tecales, ya que la androstenediona puede
ser producida aun en foliculos antrales pequenos (Wolfenson et al., 1997),
mientras que la actividad de la aromatasa de las células granulosas la adquieren

en foliculos de tamano medio (McNatty et al., 1984).

Por la informacién anterior, se deduce que algunos foliculos pudieran ser
afectados aun antes de su reclutamiento por el estrés calérico, y que esto pueda
ser el mecanismo para que se prolonguen los efectos del calor, aun a los meses

con condiciones ambientales mas confortables.

4. CONDICIONES ANOVULATORIAS EN BOVINOS

Como se describio en el capitulo de foliculogénesis, la emergencia de la onda
folicular y el crecimiento hasta antes de la seleccion son principalmente regulados
por FSH. La concentracion de FSH disminuye paulatinamente, hasta que alcanza
el nadir al momento de la desviacion del crecimiento folicular; en este momento, el
crecimiento y la produccion de estradiol del foliculo requieren de la secreciéon de
LH. El foliculo dominante contintia desarrollandose y produciendo estradiol hasta
alcanzar niveles suficientes para inducir una onda de LH y la ovulacion. Se ha
descrito un modelo de crecimiento folicular para clasificar las condiciones
anovulatorias en vacas. Cada clasificacion se asocia con un patron diferente de
desarrollo folicular.

4.1. Anovulacion de foliculos en crecimiento

I
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En ganado Cébu en los primeros meses después del parto, en un porcentaje alto
de vacas, el diametro maximo de los foliculos apenas alcanza 6 mm de diametro,
pero con periodos de dominancia relativamente largos (Ruiz y Olivera, 1999), por
lo que las vacas tienen periodos anovulatorios con foliculos pequefos. En esta
condicion, los tratamientos con GnRH no tienen efecto alguno; sin embargo, los
tratamientos con FSH generan incrementos en el crecimiento folicular, por lo que

se especula de una posible deficiencia de FSH (Kulick et al., 1999).

4.2. Anovulacion de foliculos en crecimiento hasta la desviacion, sin
alcanzar un tamaino ovulatorio

Esta condicién ocurre frecuentemente en vaquillas prepuberes (Evans et al., 1994;

Melvin et al., 1999) y en vacas lecheras lactantes en el posparto temprano (Beam

y Butler, 1997; Beam y Butler, 1998). Al diagndstico clinico, los ovarios son

pequenos, con ausencia de un cuerpo luteo o de foliculos ovulatorios; sin

embargo, se dan los patrones de ondas de crecimiento folicular.

En el post-parto temprano de vacas lecheras, se da un aumento de la
concentracion de FSH, causado probablemente por la disminucién de la
concentracion de estradiol. El aumento de FSH induce la emergencia de una onda
folicular en la primera semana post-parto (Ginther et al.,, 1996). Si los
requerimientos nutricionales de las vacas lecheras en ésta etapa, son
debidamente satisfechos, el primer foliculo dominante del post-parto ovula en
alrededor del 75% (Savio et al., 1990 c). Sin embargo, éste porcentaje,
generalmente es menor en hatos lecheros, ya que la primera ovulacion se da
alrededor de los 30 dias post-parto, cuando la mayoria de las vacas estan en BEN
(Beam y Butler, 1998). En vacas lecheras, el foliculo dominante de la primera onda
folicular después del parto generalmente no alcanza el tamano ovulatorio. Cuando
se acerca el momento de la primera ovulacion post-parto, el diametro maximo del

foliculo dominante se incrementa (Stagg et al., 1995).



Un balance de energia negativo o problemas patolégicos pueden prolongar el
periodo del parto a la primera ovulacion en vacas lecheras, y esto generalmente
se asocia con la disminucion del diametro maximo del foliculo dominante (Short et
al., 1990; Butler, 2000). En vacas lecheras lactantes se tiene un periodo de BEN
durante las primeras semanas post-parto, y el tiempo de la primera ovulacion esta
relacionado con el momento del nadir del BEN (Staples et al., 1990; Beam y
Butler, 1998). Un bajo consumo de materia seca y el BEN pueden causar un
estado en que los niveles bajos de estradiol observados durante la desviacion del
crecimiento folicular, inhiben la secrecion pulsatii de GnRH hipotalamica, y por
ende la secrecion de LH, lo que evita la ovulacion (Mackey et al., 1999; Beam y
Butler, 1997; Butler, 2000; Bossis, 2000).

Es claro el efecto limitativo del BEN sobre el desarrollo folicular y la ovulacién. Un
balance de energia positivo, se relaciona con el incremento de la secreciéon de LH
(Beam y Butler, 1997), el aumento del diametro maximo del foliculo dominante y la
produccion de E, (Butler, 2000; Bossis, 2000). Sin embargo, existen otros factores
sistémicos o locales que pueden jugar un papel muy importante sobre las células
foliculares, como son el IGF-l, la insulina, la glucosa y la leptina, que son
regulados por el estado nutricional del animal (Lucy, 2000; Spicer et al., 2000;
Driancourt, 2001). Se ha demostrado, que en vacas lecheras que un aumento del
consumo de energia, incrementa la concentracion de LH, insulina e IGF-I, la
frecuencia de pulsos de LH, la respuesta del foliculo a la LH, la esteroidogénesis,
la probabilidad de ovulacion de los foliculos dominantes y el numero de foliculos

pequenos (Staples et al., 1990; Beam y Butler, 1998).

4.3. Anovulacion de foliculos ovulatorios

Los foliculos que alcanzan diametros mayores a .25 mm de diametro y que
persisten por mas de 10 dias, generalmente se denominan quistes foliculares y
coexisten con concentraciones bajas de P4 (Garverick, 1997). En estas
condiciones puede darse el crecimiento de otros foliculos, que no alcanzan el

tamano de uno quistico, pero que también son anovulatorios (Gutiérrez, 1999).
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Las ondas de crecimiento folicular existen en vacas con quistes foliculares, que
son precedidas por elevaciones de la concentracion de FSH, como se observa en
condiciones fisiologicas normales (Hamilton et al., 1995). Trabajos realizados con
programas de sincronizacion del estro y la ovulacion en vaquillas con quistes
foliculares, han demostrado que la falta de ovulaciéon se debe a la falla de la

secrecion pulsatil de GnRH y LH (Pursley et al., 1995 b).

La concentracion media y la frecuencia y amplitud de pulsos de FSH no difieren
entre vacas con procesos ovulatorios o no (Cook et al., 1991; Ribadu et al., 2000:
Driancourt, 2001), pero en vacas que solo desarrollan foliculos no ovulatorios es
mayor la concentracion de estradiol circulante (Hamilton et al., 1995; Yoshioka et
al., 1998). En este tipo de vacas, la concentracion promedio, la amplitud y la
frecuencia de pulsos de LH son mayores a lo observado en vacas con foliculos
ovulatorios (Cook et al., 1991; Hamilton et al., 1995). La etiologia de los grandes
foliculos anovulatorios parece deberse a la falta de una gran onda de secrecion
pulsatil de LH, en respuesta a las altas concentraciones de estradiol (Ribadu et al.,
1999; Gumen y Wiltbank, 2000).

4.4. Anovulacion en vacas lecheras en condiciones de estrés calérico
Varios trabajos han documentado un efecto del estrés calérico sobre el nimero de
embriones colectados en vacas Holstein superovuladas (Monniaux et al., 1983;
Monty y Racowsky, 1987; Bernal et al., 1999) o no (Ayalon et al., 1988; Ryan et
al., 1993).

En un estudio realizado en Arabia Saudita, en vacas Hostein no superovuladas
bajo condiciones de estrés caldrico y con un promedio 110 dias en leche, se
observé una menor tasa de recuperacion embrionaria (6 a 7 dias de edad) en la
época calida (44.7%), que lo mostrado en la época templada (54.0%), lo que fue
relacionado con una posible falla en la colecta de los ovocitos en la fimbria y con
un incremento de vacas que presentaron doble ovulacion (Ryan et al., 1993). Esto

mismo, fue observado en otro estudio, donde ademas los autores infirieron que



menor colecta de embriones podria deberse a una posible degeneracion del

ovocito en el oviducto o a un disturbio en su transporte (Ayalon et al., 1988).

En vacas superovuladas expuestas a condiciones de estrés calérico se observd un
menor numero de embriones colectados en la época calida, alin cuando tuvieron
una respuesta superovulatoria aceptable. Se infirid que la menor colecta podria
estar relacionada con una mayor tasa de anovulacion, con ovulaciones retrasadas
(Monty y Racowsky, 1987) y con una elevada respuesta superovulatoria
(Monniaux et al., 1983).

Se ha demostrado que la funcion tiroidea juega un papel importante en el proceso
de ovulacidon. En vacas Brahman superovuladas e inducidas a tener un
hipotiroidismo, se observd una reduccién de los porcentajes de coleccion
embrionaria y un incremento en el nimero de foliculos luteinizados, sin afectar la
calidad de los embriones. Los autores concluyeron que la maduracion folicular y la
ovulacion son afectadas en vacas con una menor concentracion de las hormonas
tiroideas, y que esto puede interferir con la secrecion de la hormona luteinizante y
con la respuesta ovarica a esa hormona (Bernal et al., 1999). Lo anterior, se
confirmé al evaluar la calidad folicular en vacas con hipotiroidismo, las cuales
mostraron en foliculos anovulatorios de todos los tamafos un aumento de la

relacion P4 E; en el fluido folicular (Burrow, 1978, Bernal et al, 1999).

5. MECANISMOS DE CONTROL DE LA FUNCION LUTEA

5.1. Acciones de la progesterona en rumiantes

La mayoria de las acciones de P4, se regulan a través de la transcripcidén de genes
especificos de receptores, que modulan la expresion de los elementos de
respuesta en el ADN (Karus y Katzendlenbom, 1993; Alberts, 1998; Karp, 1998;
Ing y Tomesi, 1997).

La P4 inhibe la expresion génica para receptores de E;, con lo que se minimizan

las acciones de esa hormona (West et al., 1987), ademas la P4 actua como un



factor de diferenciacion del endometrio (Cummings y Yochim, 1984). La P4 durante
la fase lutea incrementa los patrones de secrecion de proteinas del endometrio,
que apoya el desarrollo del embrion en su fase temprana (Maslar et al., 1986;
Strinden y Shapiro, 1983) e inhiben la mitosis de las células endometriales
(Padykula et al., 1989). Asi mismo, la P4 induce la quiescencia del miometrio a
través de una disminucion de la expresion de genes que codifican subunidades de
canales dependientes de calcio (Tezuka, et al., 1995).

Durante la fase lutea, la P4 disminuye la frecuencia pulsatil y la concentraciéon de
LH. En el hipotalamo, la P4 bloquea la secrecion de GnRH (Attardi y Happe, 1986),
mientras en la hipofisis, reduce la expresion génica de los receptores para GnRH
(Bauer et al., 1995), la secrecion de LH en respuesta a GnRH (Janovick y Conn,
1996), la expresion de genes que codifican la subunidad B de LH y de FSH (Brann
et al., 1993) y de la subunidad a, comun para estas gonadotropinas (Brann et al.,
1993; Attardi et al., 1997).

5.2. Desarrollo del cuerpo lateo

Ademas de las células esteroidogénicas, el cuerpo luteo esta compuesto de
células endoteliales, sanguineas y fibroblastos (Channig, 1969). Una caracteristica
en su desarrollo temprano es su crecimiento acelerado y la rapida proliferacion de
las células que lo forman (Farin et al., 1986; Jablonka et al.,, 1993), donde las
células granulosas dan lugar a las células lateas grandes (CLG), y las de la teca
forman a las células luteas pequenas (CLP). La LH (Grazul et al., 1995), la
hormona del crecimiento (HC) (Juengel et al., 1995), los factores de crecimiento
de fibroblastos y de crecimiento endotelial — vascular (Karp, 1998) regulan el
crecimiento y la multiplicaciéon de las células lateas. El crecimiento es resultado del
incremento del volumen de las CLG, y un incremento del nimero de las CLP, de

los fibroblastos y de las células endoteliales (Farin et al., 1986).

5.3. Esteroidogénesis lltea
El colesterol, substrato para la esteroidogénesis, es transportado en forma de

lipoproteinas de alta (LPA) y de baja (LPB) densidad a los tejidos esteroidogénicos



(Pate y Condon, 1982). Las células luteas internalizan las LPB a través de
endocitosis mediada por receptores (Brown y Golstein, 1986; Karp, 1998). Dentro
de la celula, los lisosomas disocian el complejo receptor - LPB y hacen disponible

el colesterol para ser procesado.

El colesterol puede utilizarse directamente en la esteroidogénesis, en la formacion
de esteres de colesterol o para integrarse a la- membrana celular (Alberts, 1998;
Karp, 1998). El paso de la esteroidogénesis controlado por la proteincinasa A
(PKA) para proveer de colesterol libre a la célula, es la hidrélisis de los esteres de
colesterol por la colesterol esterasa (Caffrey et al., 1979; Alberts, 1998; Karp,
1998).

El transporte del colesterol de la membrana externa a la membrana interna de la
mitocondria (Stevens et al.,, 1993) es regulado por un segundo mensajero
(Simpson y Waterman, 1983) y se requiere de una proteina reguladora de la
esteroidogénesis (StAR) (Lin et al., 1995). Asi mismo, se requiere de receptores
mitocondriales y ligandos endégenos para este receptor (Papadopoulos et al.,
1997).

En la matriz mitocondrial, el colesterol a través de la accion de las enzimas
esteroidogénicas, P450 scc y adrenodoxina reductasa es transformada a
pregnenolona que es transportada al reticulo endoplasmico liso, en donde por
accion de la 3B-HSD es transformada a P4 (Karp, 1998). Se ha descrito, que la
concentracion de P4 depende de la cantidad del tejido esteroidogénico y de su
capacidad de sintesis, y se asocia a cambios de la expresion génica de receptores
para LPB, LPA, LH, HC, IGF-I, prostaglandinas (PG) y para la sintesis de las
proteinas esteroidogénicas (StAR, P450 scc y 3B-HSD) (Niswender et al., 2000).

5.4. Regulacion tropica de la funcion latea
La secrecion pulsatil de LH, indispensable para una adecuada funcion lutea, activa

la adenilciclasa e incrementa la concentracion de AMP ¢, que a su vez activa la



(PKA) (Hoyer et al., 1984; Davis et al., 1996; Alberts, 1998; Karp, 1998). La LH
actua en tres frentes: 1). La PKA activa la colesterol esterasa y la proteina StAR,
incrementando el colesterol libre y el transporte del mismo a la membrana interna
de la mitocondria.-2). Facilita el transporte del colesterol y la sintesis de P4, al
inducir la sintesis de StAR, P450 scc y 3B-HSD. 3). Se asocia a la sintesis de
receptores de benzodiazipina en la membrana mitocondrial, que internaliza el
colesterol a la matriz mitocondrial (Karp, 1998; Niswender et al., 2000).

La HC (Liebermann y Schams, 1994) e IGF-l (McArdle y Holtorf, 1989; Parmer et
al., 1991; Sauerwien et al., 1992) son importantes para el mantenimiento de la
produccion de cantidades altas de P4 en las células Iuteas. La HC puede actuar a
través de sus receptores de membrana asociados a tirosina cinasa (Argentsinger
et al., 1993; Karp 1998; Alberts, 1998) e incrementa la expresion de mRNA de
receptores para IGF-l en las células ldteas (Perks, et al.,, 1995; Juengel et al.,
1997). El IGF-I incrementa la actividad del inositol trifosfato (IP3), que actia como
segundo mensajero para la secreciéon de P4, al modificar el funcionamiento del
citoesqueleto (Alberts, 1998; Karp, 1998).

En el cuerpo liteo se producen grandes cantidades de PG, de las series | y E
durante la fase Iutea temprana. La PGI; se une a sus receptores presentes en las
células luteas grandes e incrementa el AMP c.-La PGE; incrementa el AMP c y
probablemente activa la PKA, atn cuando sus efectos no son del todo conocidos
(Niswender et al., 2000).

5.5. Efecto del estrés caldrico sobre la funciéon y esteroidogénesis latea

En vacas Holstein expuestas a estrés caldrico durante el verano (Howell et al.,
1994) o en camaras climaticas (Wilson et al., 1998) se ha observado una menor
concentracion sérica de P4 del 6° al 18° dia del ciclo estral (Howell et al., 1994) y

una mayor extension de la fase latea (Wilson et al., 1998).



Se han realizado estudios para evaluar el efecto de acarreo del estrés calérico, del
verano al otorio, sobre la funcion latea. En un estudio realizado en vacas Holstein
expuestas durante dos meses a condiciones climaticas del verano, se observo que
los cuerpos luteos colectados los dias 11 y 16 del ciclo estral, tenian un menor
namero de células liteas y que éstas tuvieron una menor produccion de Py
cuando fueron incubadas con LH, en comparacion con lo observado en los
cuerpos luteos de vacas que se mantuvieron en las condiciones climaticas del
invierno. La menor capacidad de sintesis de progesterona de los cuerpos liteos
en el verano, pudiera reducir la capacidad de mantenimiento de la prefiez en esas

condiciones (Wolfenson et al. 1993).

6. MADURACION Y COMPETENCIA DEL OVOCITO

El estado dictiato en que se mantiene el ovocito es extremadamente importante,
ya que es en éste, cuando el ovocito crece, madura y adquiere la capacidad para
reanudar la meiosis (Sorensen y Wassarman, 1976), requisitos indispensables
para la fertilizacion y el inicio del desarrollo embrionario (First et al, 1988). El
ovocito en la adquisicidon de su competencia para sea fertilizado y se de el inicio
del desarrollo embrionario ocurren diversos cambios citoplasmaticos, como la
transcripcion de mensajeros de acido ribonucleico (mMRNA) (Farin y Yang, 1992),
modificaciones post-transduccionales (Levesque y Sirard, 1995) y cambios
estructurales (Hyntell et al., 1986). Durante el crecimiento del ovocito dentro del
foliculo, muchos genes se expresan (Schultz, 1996) y algunos de sus productos
estan involucrados en la progresion meiética, el control del ciclo celular y la

activacion del genoma embrionario (Watson et al., 1999).

6.1. Relacion ovocito — células foliculares

Se ha sugerido que las proteinas secretadas por los ovocitos y las células
foliculares estan involucradas en un ciclo regulatorio granulosa-ovocito (Taft et al.,
2002), donde las proteinas secretadas por las células foliculares son importantes
para la maduracion y el desarrollo de la competencia del ovocito para ser

fertilizado, y las derivadas de los ovocitos son requeridas para el desarrollo
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folicular (Buccione et al., 1990; Dong, 1996; Arlotto et al., 1996; Moor y Dai, 2001;
Vozzi et al., 2001).

Las celulas de la granulosa y el ovocito se comunican entre si, a través de uniones
comunicantes (Anderson y Albertini, 1976; Vozzi et al., 2001). La pérdida de
comunicaciéon puede ser la responsable del reinicio de la meiosis, ya que las
células foliculares son fuente importante de AMP ¢, que incrementa la sintesis de
acido hialurénico y la disrupcion del contacto entre las células foliculares y el

ovocito (Larsen et al., 1986).

El factor de crecimiento de diferenciacion-9 (GDF-9) producido por el ovocito, tiene
un efecto paracrino que estimula el desarrollo del foliculo primario y suprime la
expresion del gen Kilt en las células de la granulosa, que codifica el mMRNA kit
ligando (KL), importante regulador de la ovogénesis y la foliculogénesis. La FSH
estimula la expresién de Kilt en las células de la granulosa del foliculo preantral y
antral temprano, donde su producto KL promueve el crecimiento del ovocito y su
maduracion citoplasmatica (Driancourt et al. 2000; Reynaud et al., 2000).

Se ha descrito que el factor de crecimiento Bmp15 producido por el ovocito, exhibe
una expresion similar a GDF-9 y es importante para el desarrollo folicular (Davis et
al., 1992), por lo que podria darse un sinergismo de GDF-9 y Bmp15 durante el
desarrollo del foliculo y del ovocito (Yan et al., 2001). En los ovocitos
completamente desarrollados, se ha demostrado que la secrecion de uno o mas
factores paracrinos como GDF-9 y Bmp15, promueven la proliferacion de las

células de la granulosa de foliculos antrales pequenos (Li et al., 2000).

La onda preovulatoria de las gonadotropinas induce una cascada de procesos que
permiten habilitar la ovulacién del foliculo. Los ovocitos completamente
desarrollados secretan un factor habilitador de la expansion del cimulo (CEEF),
que habilita a las células de‘la granulosa a responder a la FSH para producir acido

hialurénico (Eppig, 2001), que a su vez permite que se inicie la hidratacion de los
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espacios entre las células del cumulo (Chen et al., 1993; Chen et al., 1996). Otro
estudio, describio que el GDF-9 promueve la expansion del cumulo, por lo que
probablemente la GDF-9 y CEEF son idénticos (Elvin et al., 1999). Los factores
paracrinos del ovocito (Joyce et al., 2001) y el GDF-9 (Elvin et al., 1999)
incrementan la expresion del gene prostaglandina-sintetasa 2 (Ptgs2) de las

células de la granulosa y del cumulo.

6.2. Reinicio de la meiosis

La meiosis es en esencia la segregacion de los cromosomas para producir
gametos haploides. El proceso consiste en dos ciclos de separaciéon de los
cromosomas: la primera division meioética separa el par de cromosomas; mientras,

en la segunda son producidos los gametos haploides (Karp, 1998).

La onda preovulatoria de las gonadotropinas es la responsable de la reanudacion
de la meiosis del ovocito. Adicionalmente, se inducen cambios en el complejo de
las células del cumulo ovigero y el ovocito (COC), donde éste ultimo avanza hasta
la metafase I, proceso llamado maduraciéon nuclear (Karp, 1998). El factor
promotor de la maduracion (FPM) es el disparador de la maduracion del ovocito y
esta estructurado por dos subunidades: una catalitica, la cinasa dependiente de
las ciclinas (P34°““?) y otra reguladora, la proteina ciclina. El heterodimero P34
-.ciclina induce la mitosis de las células. Sin embargo, la asociacién de P34%% -
ciclina no es suficiente para desarrollar su actividad cinasa. El FPM requiere de la
fosforilacion de la ciclina y la actividad de cinasas y fosfatasas que modifican la
P34°°? (Lee y Nurse, 1987; Karp, 1998). La proteina fosfatasa cdc25 juega un
papel importante en la activacion y la modulaciéon del FPM en la fase M del ciclo
celular (Liebfried, 1996; Karp, 1998).

Los mecanismos que explican la maduracion meidtica no estan completamente
entendidos. La mayoria de las hipotesis indican que la maduracion inducida por
las gonadotropinas es estimulada por un incremento de mensajeros intracelulares,

AMP c¢ o calcio (Ca%"). En la maduracién meiética del ovocito, el adenosin trifosfato
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promueve el incremento de la concentracién de Ca®' intracelular, el cual es
liberado de los almacenes intracelulares (Webb et al., 2002). Otros estudios,
describen un incremento transitorio de fosfatidilinositol (PPI), del que se deriva el
fosfatidil inositol trifosfato (IP3), evento relacionado con la ruptura de la envoltura
nuclear del ovocito (Deguchi y Osani, 1995; Ciapa et al., 1994). Lo anterior,
sugiere que con la movilizaciéon de calcio por sistemas PPl se regula la entrada a

la meiosis.

~En estudios realizados in vitro se ha observado que el COC cultivado con factores
de crecimiento, como el de desarrollo epidermal y el similar a la insulina tipo | por
un periodo de 16 horas, una aceleracién del ciclo celular meiético de los ovocitos y
la extrusién del primer corpusculo polar, lo que puede estar relacionado con una
mayor actividad de la cinasa H1 y de la actividad de la MAP cinasa durante el

estadio temprano de la maduracién (Sakaguchi et al., 2002).

Es posible que el segundo arresto meibtico, que ocurre entre la ovuacion y la
fertilizacion, sea mantenido por un factor citostatico (CSF) en la metafase Il. El
oncogene mos se expresa en la fase de transicién G2 / M, cuyo producto es una
proteina, que tiene el mismo efecto del CSF, el cual desaparece inmediatamente
después de la fertilizacion (Sagata et al., 1989; Minshull, 1993). El oncogene mos
puede ser activado por la MAP cinasa, que tiene por si misma cierta actividad de
CSF (Haccard et al., 1995).

La MAP cinasa es activada por factores de crecimiento (Marshall, 1995) durante la
maduracion del ovocito, y su actividad se mantiene durante el arresto de la
segunda division meiética (Kubiak et al., 1993). Se ha sugerido que la MAP cinasa
es responsable de que se mantenga condensada la cromatina, y se suprima la
fase S durante la segunda division meidtica. A mos y MAP cinasa se les han
atribuido dos funciones: suprimir la fase S y generar en la metafase Il un bloqueo
de los mecanismos endoégenos que generan incrementos transitorios de ot
(Ciapa et al., 1994; Whitaker, 1996; Karp, 1998).



La fertilizacion incrementa transitoriamente el calcio intracelular, que es el
disparador de la liberacion del arresto meiotico (Deguchi y Osani, 1994). El
incremento de calcio activa la calmodulina, y ésta a la CaM cinasa Il, que a su vez
regula la degradacion de la ciclina y de mos (Lu y Means, 1993; Whitaker, 1996;
Karp, 1998). Otra teoria, que se maneja en torno a la degradacion de las ciclinas,

es que éste proceso es activado por la P34%*? (Felix et al., 1990).

6.3. Expresion génica durante el desarrollo embrionario y la fase de

transicion de la dependencia del genoma de la madre a la del cigoto
La expresion génica en el desarrollo embrionario temprano se divide en dos fases:
la primera se caracteriza por la dependencia de macromoléculas maternas
heredadas del ovocito. Los mecanismos post-traduccionales de la expresion
génica son principalmente utilizados por los ovocitos maduros y el embrién en su
fase temprana, para llevar a cabo las funciones necesarias en estos periodos. La
segunda fase se caracteriza por la activacion del genoma embrionario (Leibfried,
1996). Estas dos fases estan separadas en un punto critico durante el desarrollo
del embrion, el cual ocurre en el estadio de ocho células en bovinos y ovinos
(Barnes y First, 1991).

El ovocito, durante la ovogénesis, adquiere un programa materno de almacén de
moléculas de informacion. Después que el ovocito primario sale del grupo de las
células germinales, se inicia una sintesis y acumulacion intensiva de mRNA,
proteinas y organelos celulares, que seran empleados para la complementacion
de la meiosis, la fertilizacion, inicio de la divisién celular y probablemente para la
activacion del genoma embrionario (Leibfried, 1996; De Souza et al., 1998).

Los mRNA y las proteinas almacenadas por el ovocito son degradados durante el
desarrollo embrionario temprano, por lo que el embrion necesita empezar a utilizar
su propia informacion genética (Barnes y Eyestone, 1990). Los mRNA o las
proteinas derivados del programa materno son los causantes de la transicion

materno — cigoto de la expresion génica, donde la regulacién post-traduccional de
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RNA polimerasa o de factores de transcripcion pueden permitir la activacion del

genoma embrionario (Hartl et al., 1993).

Cuando el embrion entra al lumen del Utero, ya éste se encuentra en |a fase de
transicion materno-cigoto de la expresion génica. Los factores liberados por las
células epiteliales secretoras del utero pueden influir en dicha transicion, ya que se
han encontrado ligandos y receptores de factores de crecimiento en el embrién y
en las células uterinas (Schultz et al., 1993). A los que el embrion responde
incrementando la sintesis de DNA, mRNA y proteinas (Erickson, 1995). El embrién
bovino incorpora algunos mecanismos que regulan el inicio de su expresion
génica, como se ha evidenciado por la secrecion de la proteina a-amanitin, que
alarga el periodo G2 en la fase de cuatro células, que es seguido por el
incremento de nuevas transcripciones en la fase de ocho células (Barnes y First,
1991).

Se ha descrito que la competencia del ovocito para ser fertilizado puede estar en
funcion de la presencia o abundancia de transcritos especificos de mRNA
maternos (Sylvie, 2002) y que el tiempo de la primera divisién celular esta
relacionado con el estado de poliadenilacién de los transcritos (Brevini et al.,
2000).

6.4. Competencia del ovocito

La competencia es la ultima prueba de calidad del ovocito, que se ha definido por
la habilidad del ovocito para ser fertilizado, se desarrolle el embrion hasta el
estadio de blastocito y se establezca la prefiez (Lonergan et al., 2001). El
desarrollo de la competencia es adquirido durante la foliculogénesis y en el
periodo de maduracion del ovocito (Krisher, 2004), y se ha relacionado con una
serie de cambios estructurales y moleculares (Assey et al., 1994; Hyttel et al.,
1997).



La adquisicion de la competencia se logra hasta que esté completamente formado
el antrum de la unidad folicular (Arlotto et al., 1996; Pavlok et al., 1992; Lonergan
et al, 1994). Se ha informado que en los ovocitos aspirados de foliculos
dominantes, antes de darse la onda de LH, se dan alteraciones en la morfologia
nuclear y citoplasmatica (Assey et al.,, 1994) y se tiene una menor expresion
transcritos (Knijn et al., 2002). Los autores han inferido, que los ovocitos de
foliculos pequefios no han complementado la maduracion citoplasmatica y esto
puede reflejar las deficiencias en la acumulacion de mRNA y proteinas, que se
han considerado como requisitos indispensables para la adquisicion del desarrollo
de la competencia (Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994; Assey et al., 1994;
Abe et al., 1999; El Razeck et al., 2000; Hnijn et al., 2002),

En los ovocitos madurados y fertilizados in vivo, se ha demostrado un alto
porcentaje de desarrollo embrionario hasta |la fase de blastocito, comparado con lo
observado en ovocitos madurados y fertilizados in vitro. Esto ha sugerido que los
eventos alrededor de la fertilizacion pueden ser importantes para el desarrollo de
la competencia (Rizos et al., 2002). El envejecimiento del ovocito puede ocurrir en
el foliculo o después de la ovulacion, en el arresto de la segunda divisién meibtica.
Si los eventos de ovulacion y fertilizacion no se dan en un tiempo determinado, se
puede inhabilitar la expresion del programa materno almacenado, reducir el
desarrollo embrionario y la habilidad del embrién para mantener la gestaciéon
(Aktas et al., 1995; Leibfried, 1996).

6.5. Efecto del estrés caldorico sobre la competencia del ovocito, la
fertilizacion y el desarrollo embrionario

Estudios de fertilizacion in vifro con gametos de bovinos, han descrito que los

eventos que ocurren antes y durante la fertilizacion son sensibles a las altas

temperaturas, estos eventos incluyen: la reaccion acrosémica, la maduracion

nuclear de los ovulos y la fertilizacion (Lenz, 1983). En ovocitos bovinos, la

exposicion al estrés calérico por un periodo de 12 a 24 horas altera la maduracion



citoplasmatica y la distribucion de los granulos corticales en el citoplasma (Payton
et al., 2001).

Zeron et al. (2001) encontraron que durante el verano las células de la granulosa y
los ovocitos de vacas Holstein, tienen un mayor porcentaje de acidos grasos
saturados, en comparacion con el invierno, cuando los acidos grasos
polinsaturados y monoinsaturados fueron- los que predominaron. Estas
observaciones indican que las altas temperaturas cambian las propiedades de la
membrana y alteran la maduracion citoplasmatica, lo que podria explicar, al menos
en parte, la menor habilidad del ovocito para ser fertilizado y para desarrollar un

embrion hasta el estadio de blastocito en los meses calidos del verano.

La exposicion de ovocitos a 41 ° C durante nueve horas al momento de la
fertilizacion, reduce la proporcion de los que se fertilizan, de los inician la division
celular y de los que tienen un desarrollo embrionario hasta blastocito. Sin
embargo, estos efectos sobre el ovocito y el desarrollo embrionario no se
observaron cuando la exposicion al calor fue de 40 ° C (Rivera y Hansen, 2001).
No se ha descrito un mecanismo preciso por el cual el estrés calérico pueda
afectar el cumulo ovigero y como este efecto pueda persistir del verano al otofio.
Se ha demostrado, que temperaturas criticas durante la maduracion del ovocito
con su cumulo ovigero, no altera el inicio de la divisién celular, pero si reduce el

numero de ovocitos fertilizados que se desarrollan a blastocito (Edwards, 1996).

Varios estudios in vitro, han indicado un posible efecto acarreado del estrés
calérico sobre la maduracién y capacitacion del ovocito, que afecta la tasa de
fertilizacion y el desarrollo posterior del embriéon. En vacas Holstein, que durante el
verano tuvieron acceso a tecnologia para aminorar el estrés calérico 42 dias antes
del sacrificio, se observo que la competencia de los ovocitos colectados de los dos
foliculos de mayor tamafo, no fue afectada para ser fertilizados ni para completar
las primeras divisiones embrionarias, pero si se afecté el desarrollo embrionario

hasta el estadio de blastocito. Esto mismo, se observo en ovocitos colectados de



foliculos de menor tamafio. La depresion de la calidad del ovocito fue evidente en
las vacas Holstein durante el verano, por lo que el estrés calérico pudo haber
comprometido la capacidad del ovocito para su desarrollo temprano, involucrando
la reduccion de la sintesis y almacenamiento de proteinas, y una alteracion en la
activacion de los sistemas intracelulares necesarios para apoyar el desarrollo
embrionario (Al-Katanani et al. 2002 b).

En foliculos de 0.5 a 1 mm de diametro se ha encontrado un efecto acarreado del
estrés calorico, del verano al otofio, sobre la esteroidogénesis de las células de la
teca y de la granulosa, y se infiere que se produce un dafio en la comunicacion
intercelular entre las células de la granulosa, del cimulo y el ovocito, que puede
dafar la competencia de éste ultimo para ser fertilizado (Roth et al., 2001 a),
alterandose el contenido de proteinas de union del factor de crecimiento parecido
a la insulina — | (Ambrose et al., 1999 a) o de las hormonas esteroides del fluido
folicular (Wolfenson et al., 1997).

Sartori et al. (2002) observaron, en vacas Holstein no superovuladas mantenidas
en condiciones de estrés calérico durante el verano, una pérdida de la
competencia del ovocito para ser fertilizado, ya que al evaluar los ovocitos no
fertilizados colectados en el dia siete post-inseminacion, éstos tuvieron un nimero
suficiente de accesorios espermaticos en la zona peltcida, similar a lo observado

en vacas mantenidas en termoneutralidad.

Cuando se estudido el efecto del estrés calorico en vaquillas Holstein
superovuladas y expuestas a 41 ° C por un periodo de 10 h al inicio del estro, se
observo una tasa de fertilizacion y recuperaciéon embrionaria similar con respecto a
lo observado en vacas mantenidas en termoneutralidad, pero se incremento el
porcentaje de embriones retrasados en su desarrollo y disminuyo la calidad de los
mismos (Putney et al., 1989). Aparentemente, en las vacas en condiciones de
estrés calorico, se reduce la viabilidad y capacidad de los ovocitos para cumplir

sus funciones normales, lo se relaciona con una menor tasa de fertilizacion (Rivera



y Hansen, 2001; Sartori et al., 2002) y con un menor desarrollo y calidad de los
embriones, que a partir de ellos se producen (Putney et al.,, 1989; Rivera y
Hansen, 2001).

Se ha observado, en vacas Bos faurus expuestas a estrés calérico, una
declinacion de la calidad de los ovocitos y del desarrollo embrionario. Incluso,
ovocitos que fueron considerados como normales, presentaron una-menor tasa de
fertilizacion y de desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocito, que lo
observado en ovocitos de razas con una adaptacién conocida a regiones de clima
calido, lo que puede ser indicativo de la existencia de un factor intrinseco del
ovocito, que pueda explicar las diferencias entre las razas tolerantes y las menos

tolerantes al calor (Rocha et al., 1998).

6.6. Efecto de la dominancia folicular sobre la competencia del ovocito, la
tasa de fertilizacion, el desarrollo y la recuperacion embrionaria
En vacas lecheras en condiciones de estrés calérico se altera la eficiencia de
seleccion folicular y se presenta una emergencia temprana del foliculo
preovulatorio, que puede comprometer su calidad al dar lugar a la ovulaciéon de
foliculos de mayor edad emergidos de una segunda onda folicular (Badinga et al.,
1993; Wolfenson et al., 1995; Trouth et al., 1998; Wilson et al., 1998; Roth et al.,
2000). Se ha establecido, tanto en vaquillas Bos taurus especializadas para la
producciéon de carne (Breuel et al., 1993; Sanchez et al., 1993; Mihm et el., 1994;
Sanchez et al., 1995; Revah y Butler, 1996) como en vacas lactantes y vaquillas
Holstein (Cooperative Regional Research Project NE-161, 1996; Ahmad et al.,

1995) una relacién negativa de la dominancia folicular con la tasa de fertilidad.

La inducciéon de un foliculo persistente en ausencia de un cuerpo lateo, se
acompafa de un incremento de la concentracion de 17B-estradiol (Sanchez et al.,
1993; Savio et al.,, 1993; Sanchez et al., 1995), de la secrecion media y de la
frecuencia pulsatil de la hormona luteinizante, y del diametro del foliculo ovulatorio

(Savio et. al., 1993; Sanchez et al., 1995). Otros estudios, han mostrado una
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relacion negativa de las concentraciones plasmaticas (Breuel et al., 1993) y del
fluido folicular (Smith et al., 1996) de E; con la tasa de crecimiento del foliculo y

una relacion positiva del E; con el diametro del foliculo preovulatorio.

En vacas con foliculos persistentes inducidos por mas de seis u ocho dias se ha
observado una reduccion de la tasa de concepcion y del porcentaje de ovocitos
que fueron fertilizados y desarrollados hasta el estadio de blastocito (Breuel et al.,
1993; Sanchez et al., 1993; Savio et al., 1993; Sanchez et al., 1995; Smith et al.,
1996), que en aquellas que presentaron un foliculo pre-ovulatorio de 7.5 mm vy
niveles bajos y no prolongados de E, (Breuel et al.,, 1993). Por lo que la
competencia del ovocito y los embriones producidos a partir de ellos se afectan en

los foliculos estrogénicamente mas activos (Smith et al., 1996).

En foliculos con un mayor periodo de crecimiento, se ha observado una expansion
de las células del cumulo ovigero y la dispersién de la cromatina en el citoplasma
del ovocito por la ruptura de la envoltura nuclear. Caracteristicas que difieren de
las observadas en foliculos en crecimiento, que presentaron el cimulo compacto y
una vesicula germinal intacta (Revah y Butler, 1996). Lo anterior, se asocia con las
observaciones de que en vacas con foliculos persistentes, hay un incremento de la

muerte embrionaria en estadios entre dos y ocho células (Ahmad et al., 1995).

Los defectos adquiridos en el ovocito por un incremento de la frecuencia pulsatil
de LH y por las altas concentraciones de estradiol, pueden alterar su maduracion e
inducir la reanudacién prematura de la meiosis, con lo que el ovocito, aunque
retiene la capacidad de ser fertilizado, reduce su competencia para desarrollar un
embrion normal después de la fertilizacion (Ahmad, 1995; Breuel et al., 1993;
Smith et al., 1996; Revah y Butler, 1996).

En vacas productoras de carne no lactantes inducidas a tener un foliculo

persistente y altas concentraciones de estradiol seis dias antes del estro, se

observd una reduccion de la tasa de recuperacion de ovulos y embriones
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comparado a lo observado en las vacas con foliculos en crecimiento (Ahmad et al.,
1995). En modelos superovulatorios en vacas Holstein, la remocion del foliculo
dominante 48 horas antes de iniciar los tratamientos con FSH, ha demostrado un
efecto benéfico al promover el crecimiento folicular e incrementar la tasa de
ovulacién y la produccion de embriones, mediado quiza por la eliminacién de la
retroalimentaciéon negativa ejercida por la inhibina del foliculo dominante a nivel de
la hipofisis y por acciones directas de factores intra-ovaricos (Kim et al., 2001).
Cuando se utilizan tratamientos superovulatorios con FSH aparentemente se
anula cualquier efecto inhibitorio sistémico que pudiera ejercer el foliculo
dominante, ya que la respuesta ovulatoria y la cantidad de embriones colectados
fue similar en vacas con o sin presencia de un foliculo dominante (Diaz et al.,
2001).

Entre los factores que podrian ser responsables de la reduccion de la tasa de
fertilidad conforme se prolonga la dominancia folicular, se encuentran: 1. La mayor
produccion de E; podrian causar cambios intrafoliculares que influyen sobre la
maduracion y la capacitacion del ovocito, e impiden que los ovocitos puedan ser
fertilizados o que se presenten alteraciones en el desarrollo embrionario temprano.
2. La mayor produccion de E; determina un incremento de la frecuencia pulsatil de
la hormona luteinizante, que se asocia con la reanudacion de la meiosis y la
ovulacion de un ovocito con mayor estado de madurez que lo normal (Epigg, 1991;
Breuel et al., 1993; Sanchez et al., 1993; Mihm et al., 1994; Ahmad et al., 1995;
Sanchez et al.,, 1995; Cooperative Regional Research Project NE-161., 1996;
Revah y Butler, 1996).

6.7. Efecto del estrés caldrico sobre la fertilizacion y el desarrollo
embrionario, en modelos de vacas superovuladas

Uno de los modelos utilizados para investigar los efectos del estrés calorico sobre

la fertilizacion en vacas, ha sido la coleccién y evaluacion embrionaria en ciclos

normales o después de tratamientos superovulatorios. Estudios realizados en

vaquillas Holstein superovuladas expuestas a 41° C por 10 h al inicio del estro en



camaras climaticas, no mostré efecto alguno sobre el nimero de cuerpos luteos, el
numero de embriones colectados o las tasas de fertilizacion y de recuperacion
embrionaria (Putney et al., 1989b). Esto mismo se ha observado en vaquillas
Holstein superovuladas provistas de sombra durante el verano de Florida (Putney
et a., 1989a), y en vacas Holstein no superovuladas que se mantuvieron durante el
verano con dispositivos modernos para aminorar el estrés calorico en Arabia
Saudita (Ryan et al., 1993).

El estrés caldrico al inicio del estro (Putney et al., 1989b) o cuando la temperatura
maxima registrada en los primeros siete dias post-inseminacion fue superior a
32.2 ° C (Putney et al., 1989 a) incrementa el porcentaje de embriones retrasados
en su desarrollo y reduce la calidad de los mismos. Lo anterior, indica que
aparentemente la exposicion al estrés caldrico antes de la fertilizacion y durante
los tratamientos superovulatorios, no afecta la tasa de fertilizacion pero
compromete el desarrollo embrionario. No obstante, en otro estudio realizado en
vacas Holstein superovuladas sometidas a estrés calorico se informé una menor
tasa fertilizacion, lo que fue atribuido por los autores a posibles ovulaciones

retrasadas (Monty y Racowsky, 1987).

7. MORTALIDAD EMBRIONARIA

La mortalidad embrionaria se refiere a las pérdidas en el periodo comprendido de
la fertilizacion hasta el final de la diferenciacion de los distintos érganos y tejidos,
lo que en vacas ocurre aproximadamente a los 42 dias. Se ha aceptado que la
tasa de fertilizacion es mayor del 90% y que la mayor parte de las pérdidas de la
gestacion son por muerte embrionaria temprana (Ealy et al., 1993; Rivera y
Hansen, 2001) o en una etapa tardia entre el 7° y 14° dia (Biggers, et al., 1987;
Ryan et al., 1995; Dunne et al., 2000), e inclusive mas alla de 24 dias de edad del
embrion (Markette et al., 1985; Putney et al., 1989 a; Drost et al., 1999; Cartmill et
al., 2001).



7.1. Efecto del estrés calorico durante el desarrollo embrionario temprano

La -exposicion del embrion a un incremento de la temperatura en forma moderada
(40 ° C) durante una hora en los primeros tres dias de edad del embrién, genera
cambios de la expresion geénica y del sistema biogquimico intracelular. Estos
cambios estan relacionados con la sintesis de proteinas de estrés al calor en el
endometrio bovino (Malayer et al., 1988; Malayer y Hansen, 1990), que también se
observan en 6vulos no maduros de ratén (Edwards, 1995) y en embriones de dos
células de bovinos (Edwards y Hansen, 1996). Otra respuesta al estrés térmico es
la sintesis de glutationa en el embrion de ratén (Arechiga et al., 1995). Esas
respuestas limitan el efecto de los radicales libres generados durante el estrés
calérico sobre la funcion celular. La respuesta celular — embrionaria para mitigar el
efecto de las altas temperaturas se ha definido como induccion de la

termotolerancia.

La sintesis de las proteinas de estrés caldrico y glutationa en el ovocito y en el
embrion, confieren mayor capacidad al ovocito para ser fertilizado y mejoran la
viabilidad del embrién para su desarrollo (Aréchiga et al., 1995, Edwards y
Hansen, 1996; Edwards et al., 2001). Los niveles de glutationa son altos durante el
proceso de maduracion de los ovocitos, después de la fertilizacion se reducen
drasticamente en los embriones de dos células y continian a la baja hasta el
estadio de blastocito, que cuando se recupera la capacidad de sintesis de este
antioxidante y el embrion adquiere una mayor resistencia al estrés calérico (Ealy et
al., 1992). Es por esto que |la etapa de mayor sensibilidad al estrés calorico de los
embriones se da en los primeros tres dias de edad (Edwards y Hansen, 1996).
Entre el 2° y 3°" dia de edad del embrién con la induccién de la termotolerancia se
incrementa la sintesis de las proteinas de estrés calérico (Chandolia et al., 1999),
periodo en que se activa el genoma embrionario en bovinos (Barnes y First, 1991;
Leibfried, 1996) y por ende los embriones incrementan su resistencia al estrés

caldrico, al aumentar la reduccion de los radicales libres generados.

Estudios in vitro (Ealy et al., 1992; Ealy y Hansen, 1994; Ealy et al., 1995; Edwards
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y Hansen, 1997) e in vivo (Ealy et al., 1993) han determinado que la mayor
susceptibilidad del embrion al estrés calérico se da en los primeros tres dias de
edad, etapa donde se presenta la mayor tasa de mortalidad embrionaria.
Conforme el embridén adquiere un mayor desarrollo la resistencia al estrés calorico
se incrementa (Ealy et al., 1993). Se ha establecido in vifro que la induccién de la
termotolerancia con glutationa y taurina incrementa la sobrevivencia de los
embriones de raton (Aréchiga et al., 1992; Aréchiga et al., 1995; Ealy y Hansen,
1994) y de bovino (Ealy et al., 1992; Ealy et al., 1995) en su fase de desarrollo

temprano.

La sensibilidad de los embriones al estrés calorico es variable, dependiendo de la
adaptabilidad de la raza a esa condiciéon. Se ha observado en embriones de cuatro

dias de desarrollado in vitro de razas tropicales de Bos indicus y Bos taurus una

mayor tolerancia al estrés calérico, que lo observado en vacas de razas de Bos

taurus no adaptadas a climas calurosos (Hernandez et al., 2004).

7.2. Efecto del estrés caldrico sobre la mortalidad embrionaria tardia

El efecto del estrés calorico sobre la mortalidad embrionaria continia mas alla de
los primeros tres dias de edad del embrién, ya que por esa causa se ha observado
una mayor incidencia de embriones retrasados (Putney et al., 1989a; Rivera y
Hansen, 2001) y una mayor mortalidad embrionaria, que se ha documentado entre
los dias 7° y el 14° (Biggers, et al., 1987; Ryan et al., 1995; Dunne et al., 2000),
27° (Cartmilll et al., 2001) e incluso mas alla de los 30 dias de edad del embrién
(Putney et al., 1989a; Drost et al., 1999).

En vaquillas superovuladas -y expuestas a estrés caldrico agudo en camaras
climaticas durante siete dias post-inseminacion, se incrementd la incidencia de
embriones retrasados en su desarrollo, dando como resultado una asincronia
entre el embrion y el microambiente uterino al momento de la transferencia, lo que
reduce la probabilidad de gestacion (Putney et al.; 1989a). Se ha descrito en

estudios in vitro que quiza las temperaturas aplicadas a los embriones han sido
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demasiado altas y que no reflejan la realidad de las temperaturas corporales de
las vacas durante el verano. En embriones que fueron expuestos a patrones de
temperatura durante 24 h (de 52 a 84 h post-inseminacion) similares a los
observados en vacas lactantes durante los dias de verano, no se observé un
efecto sobre su desarrollo. Pero cuando estos patrones se prolongaron durante
ocho dias post-inseminacion, el porcentaje de embriones que se desarrollaron
hasta el estadio de blastocito fue menor a lo observado en las vacas del grupo -
testigo. Esto demostré que los patrones de temperatura fluctuantes a que estan
expuestas las vacas durante el verano, fueron suficientes para afectar la
sobrevivencia de los embriones cuando la exposicién es mas prolongada (Rivera y
Hansen, 2001). Por otra parte, también se ha demostrado in vitro, que el tejido
uterino del lado ipsilateral al cuerpo luteo cuando se expone a estrés calérico
produce menos proteinas durante los primeros ocho dias del ciclo estral. Esto
pudiera asociarse con la aparente asincronia entre el Gtero y el embrién por efecto

del estrés térmico (Malayer et al., 1988; Malayer y Hansen., 1990).

Un embrién viable entre 15 y 17 dias de edad produce la proteina trofoblastica
bovina, también conocida como Interferon tau (IFN-t). El IFN-t es considerado una
sefal bioquimica que el embrion utiliza para inhibir la sintesis uterina de
prostaglandina y se de el reconocimiento materno de la gestacion (Demmers et al.,
2001). En vacas Holstein (Ryan et al., 1993) y Hereford (Biggers et al., 1987)
expuestas a estrés calorico se ha observado entre el 8° y 16° dia del ciclo estral
un menor peso del tejido luteo y del embridn (Biggers et al., 1987) y una reduccién
del 32 % de embriones viables entre el 7° y el 13° dia de edad (Ryan et al., 1993),
lo que sugiere una reduccion de la capacidad del embrién para producir IFN-t que
podria ayudar a comprender la pérdida embrionaria asociada a condiciones de

estrés calérico (Biggers et al., 1987).
Otro indicio de la susceptibilidad del embrion a la hipertermia materna por efectos

de estrés caldrico mas alla del 7° dia de edad del embrién, se ha demostrado tanto

en vacas receptoras de embriones como en vacas con servicio de inseminacion

46



artificial. En ambos casos se ha experimentado una reduccion del 15 al 40 % de la
tasa de gestacion de las vacas en condiciones de estrés calorico, a 40 y 42 dias
de edad de los embriones (Putney et al.,, 1989 a; Drost et al., 1999). Algunos
estudios han descrito una menor sobrevivencia embrionaria en vacas lactantes por
efecto de la hipertermia materna, debido probablemente a una alta produccion de
calor interno asociado a la lactancia (Putney et al., 1989 a; Ambrose et al., 1999 b;
Al-Katananni et al., 2002 a; Chagas et al., 2002).

8. FACTORES QUE AFECTAN LA GESTACION EN VACAS RECEPTORAS DE
EMBRIONES
A través de los anos se han evaluado una gran cantidad de factores relacionados
con los embriones y con las vacas receptoras que afectan la tasa de prefiez. Entre
estos destacan los efectos de regidn geografica, el dia de la transferencia con
relacion al ciclo estral de la vaca, el técnico que ejecuta la transferencia (Ellington
et al.,, 1991; Smith et al., 1996 b; Dochi et al., 1998), la estacion del afo, las razas
de las vacas (Smith et al., 1996; Hasler, 2001), la condicion corporal de la vaca
(Smith et al., 1996; Ambrose et al., 1999 b), el tiempo que requirié ejecutar la
transferencia, la tasa de congelacion del embriéon (Dochi et al., 1998), el estadio y
la calidad del embriéon (Hasler et al, 1985; Markette et al., 1985; Putney et al.,
1989a; Ling et al., 1989; Payas et al., 1989; Ellington et al., 1991; Dochi et al.,
1998; Dalton et al., 2000; Hasler et al., 2001; Spell et al., 2001), la sincronia del
embrién y la vaca receptora (Linder et al., 1983; Putney et al., 1989 a; Geisert et
al.,, 1991; Sreenan and McDough, 1979; Hasler et al., 2001; Spell et al., 2001), la
paridad (Dochi et al., 1998; Hasler et al., 2001), el origen de produccion del
embrién (fresco, congelado o in vitro) (Ellington et al., 1991; Ambrose et al., 1999
b; Al-Katanani et al., 2002 a), el estado productivo y fin zootécnico del animal
(Hasler et al., 1987; Ambrose et al., 1999 b; Hasler et al., 2001; Chagas et al.,
2002; Al-Katanani et al., 2002 a), las concentraciones plasmaticas de
progesterona en el dia de la transferencia (Red et al., 1985; Hasler et al., 1987;
Payas et al., 1989; Ellington et al., 1991; Farin y Farin, 1995; Ambrose et al., 1999

b; Hasler et al., 2001; Chagas et al., 2002), las condiciones de estrés calérico
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durante la transferencia (Putney et al., 1989 a; Ambrose et al., 1999 b, Drost et al.,
1999; Rutledge, 2001, Al-Katanni et al., 2002a) y los altos niveles de produccion
lactea de las vacas receptoras (Ambrose et al., 1999 b; Al-Katanani et al., 2002 a;
Chagas et al., 2002).

8.1. [Efecto del estrés caldrico sobre la tasa de gestacion de vacas
receptoras de embriones

En estudios in vitro (Ealy et al., 1992; Ealy et al., 1994; Ealy et al., 1995) e in vivo
(Ealy et al., 1993) se ha demostrado que los embriones en sus primeros tres dias
son sensibles al estrés caldrico, lo que reduce la viabilidad y el desarrollo
embrionario, por lo que aparentemente después del tercer dia de edad los
embriones adquieren termotolerancia. Es por esto que para reducir el efecto del
estrés caldrico sobre la fertilidad se ha propuesto el uso de la transferencia
embrionaria, en lugar de la inseminacion artificial. Trabajos realizados en vacas
Holstein receptoras de embriones de siete dias de edad en condiciones de estrés
calérico han mostrado una tasa de prefiez mas alta, que en vacas que fueron
inseminadas en las mismas condiciones ambientales, lo que confirma que los
embriones transferidos habian superado la etapa del desarrollo embrionario con
mayor sensibilidad al estrés caldrico (Putney et al., 1989 a; Ambrose et al., 1999 b,
Drost et al., 1999; Rutledge, 2001, Al-Katanni et al., 2002 a).

Sin embargo, estos estudios fueron realizados en épocas de estrés calérico para
comparar la tasa de gestacion entre las técnicas de transferencia de embriones
versus inseminacion artificial, y no fueron disefados para obtener respuestas
especificas para diferenciar la contribucion del estrés de la madre al momento de
producir el embridon y sus repercusiones en éste, y del que tendria la receptora al
momento de recibirlo. Algunos estudios han evaluado estos efectos en forma
parcial y con resultados inconsistentes. Drost et al. (1999) observaron en vacas
receptoras expuestas a condiciones de estrés calérico un mayor porcentaje de
gestacion, cuando se transfirieron embriones colectados y congelados de vacas

superovuladas mantenidas en condiciones de termoneutralidad, pero la
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metodologia empleada no permite estimar un posible efecto del estrés caldrico en
la vaca durante |la produccion del embrién y en el momento de la transferencia del
mismo. Contrario a lo anterior, en otro estudio se observé un mayor porcentaje de
gestacion de las vacas receptoras en condiciones de estrés calorico, cuando el
origen de los embriones fueron de vacas superovuladas mantenidas en los
primeros siete dias del desarrollo del embridn, a una temperatura maxima superior
a 32 ° C, que lo observado en vacas mantenidas en temperaturas menores a 32°
C (Putney et al., 1989 a).

Cuando se analiz6 la informacion de la tasa de gestacion de vacas receptoras en
condiciones de estrés caldrico con respecto al tipo de embrién transferido, se
observdé una mayor probabilidad de gestacion de las vacas receptoras cuando
fueron transferidos embriones frescos y congelados desarrollados in vivo (Putney
et al., 1989; Drost et al., 1999), que lo observado en los producidos in vitro (Drost
et al., 1999; Al-Katanani et al., 2002a). Incluso, se ha observado una reduccion
sensible de la tasa de gestacion de las vacas receptoras, cuando los embriones
producidos in vitro son congelados, en comparacion a vacas receptoras que
recibieron un embrién fresco (Al-Katanani et al., 2002a), lo que sugiere que los
embriones producidos in vitro son mas susceptibles al estrés caldrico, que los

desarrollados en vacas superovuladas.

9. ESTRATEGIAS PARA EFICIENTAR LA REPRODUCCION Y FAVORECER
EL MANTENIMIENTO DE LA PRENEZ EN VACAS LECHERAS

El manejo reproductivo en condiciones de estrés calorico forma parte de un

programa integral que incluye aspectos de la nutriciéon, salud y mitigaciéon del

estrés calérico para mejorar la-fertilidad y asegurar la sobrevivencia embrionaria.

9.1. Incremento de la fertilidad por servicio
Sincronizacion del estro y la ovulacion
En condiciones de estrés caldrico, la tasa de deteccidon del estro es baja (Cartmill

et al.,, 2001), por lo que es recomendable un esquema de sincronizacién que
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permite dar un servicio programado, como lo es el Ovsynch. En este esquema, el
GnRH causa la ovulacion o luteinizacion de los foliculos grandes y sincroniza el
reclutamiento de una nueva onda folicular. Siete dias después, la administracion
de prostaglandina induce la regresion del o los cuerpos luteos permitiendo la
maduracion final del foliculo dominante (Schmitt et al, 1996; Driancourt, 2001).
Una segunda aplicacion de GnRH 48 horas después de la administracion de
prostaglandina induce la ovulaciéon del foliculo dominante (Pursley et al., 1995;
Stevenson et al., 1999; Driancourt, 2001), por lo que se programa la inseminacion

artificial entre 16 a 20 h después.

Este protocolo, en vacas lecheras bajo condiciones de estrés caldrico reduce los
dias al primer servicio, los dias abiertos e incrementa la tasa de concepcion del
primer servicio y de la prefiez acumulada a 120 dias post-parto (Thatcher, 1996;
Aréchiga et al., 1998; De la Sota et al., 1998; Cartmill et al., 2001; Risco, et al.,
2002). Sin embargo, la tasa de concepcion del primer servicio y de prefiez
acumulada observada en condiciones de estrés calorico, dista mucho de alcanzar
los niveles observados en vacas en épocas de confort térmico (Stevenson et al.,
1999; Peters y Pursley, 2002).

Otros esquemas, que han resultado éxistosos son los que utilizan una
sincronizacion del estro previa al Ovsynch. Asi, se ha demostrado en vacas
lecheras con un alto nivel de producciéon que una pre-sincronizaciéon con un
luteolitico y GnRH (Peters y Pursley, 2002; Borman et al., 2003), aumentan en
mas del 40% la tasa de ovulacion de un foliculo apto para ser fertilizado (Borman
et al.,, 2003), y se incrementa el porcentaje de vacas con mayor concentracion
circulante de P, tres dias después de haber iniciado el Ovsynch (Peters y Pursley,
2002), comparado con esquemas donde las vacas no fueron pre-sincronizadas.
En protocolos de Ovsynch, La suplementacion con progesterona en vacas
lecheras a través de la aplicacion de un dispositivo intravaginal que libera esta

hormona (CIDR) ha incrementado la tasa de concepcion, en comparaciéon a lo
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observado en el grupo de vacas que recibieron solamente el tratamiento
tradicional de Ovsynch (Pursley et al., 2001; Diskin et al., 2002).

Uso de la somatotropina bovina

La somatotropina bovina (bST) se ha asociado con una menor eficiencia
reproductiva. Cuando la bST se emplea para incrementar la produccion lactea y
mantener la persistencia de la lactancia en vacas con un alto nivel productivo, a
partir de la 9° a 10° semana post-parto y posteriormente cada 14 dias, se ha
observado una disminucién de la expresion del estro (Kirby et al., 1997), un
retraso del primer servicio post-parto y una reduccion de la tasa de prefnez
acumulada a 180 dias post-parto, aun cuando la tasa de concepcion no se afecta
(Collier et al., 1997; Luna et al., 2000). Se ha sugerido que la bST contribuye a que
el periodo de balance de energia negativo permanezca por mayor tiempo y con
ello afecte la reproduccion de las vacas. Los autores recomiendan un periodo de
espera voluntario mas extendido, para incrementar la tasa de gestacion
acumulada del hato lechero en programas de aplicacion de bST (Luna et al.,
2000).

Sin embargo, con el protocolo de inseminacion artificial programada (Ovsynch) se
ha eliminado el factor limitante que representa la falta de manifestacion del estro
en épocas calidas, y se ha podido evaluar el efecto de la bST sobre la concepcion
en vacas lecheras. En un trabajo realizado en vacas Hosltein en buenas
condiciones de salud, se observé un incremento del porcentaje de concepcién del
primer servicio sincronizado y el porcentaje de vacas gestantes acumulados a 120
y 365 dias post-parto, cuando se administraron la bST y el protocolo de Ovsynch
en forma simultanea a los 63 dias post-parto y con la aplicacién programada de
bST cada 14 dias, que lo observado en vacas que iniciaron el tratamiento de bST
a los 105 dias post-parto. Lo que ha sugerido un efecto benéfico de la bST sobre
el desarrollo de los foliculos pre-ovulatorios, que incluye ovocitos mas saludables

(Moreira et al., 2000).
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Varios estudios han observado en vacas con tratamientos de bST al inicio del celo
(Moreira et al., 2000) y 10 dias después del servicio (Bilby et al., 1998; Morales-
Roura et al., 2001), un incremento en la tasa de prefiez de las vacas repetidoras y
de las vacas receptoras de embriones (Moreira et al., 2002). El efecto favorable de
bST también se ha manifestado aumentado el porcentaje de embriones
transferibles y disminuyendo el numero de ovocitos no fertilizados en vacas
superovuladas (Moreira et al., 2000; Moreira et al., 2001; Moreira et al., 2002).
Este efecto benéfico de la bST, que involucra al IGF-I, parece estar asociado con
el proceso de la maduracion final del ovocito y del desarrollo folicular (Moreira et
al., 2000; Morales-Roura et al., 2001).

El uso de bST después de la inseminacion, tiene un efecto positivo sobre la tasa
de prefez, mejora el desarrollo del cuerpo liteo e incrementa la produccién de Py
(Moreira et al., 1999; Moreira et al. 2000). En vacas no gestantes la bST puede
adelantar la emergencia de una segunda onda folicular (Kirby et al., 1997) e
incrementar la incidencia de una tercera onda durante el ciclo estral, la cual esta
asociada a una mayor concepcion (Ahmad et al. 1997; Townson et al., 2002).

Mejora de la calidad folicular y del ovocito

En vacas Holstein se ha demostrado un efecto retrasado del estrés calorico sobre
la calidad folicular, que quiza sea responsable de la baja fertilidad observada en el
verano tardio y el otofo. Tratamientos con GnRH y la remocién de los foliculos
desarrollados en condiciones de estrés calérico, permite la emergencia de nuevos
foliculos saludables, en menos tiempo e incrementa de embriones que se
desarrollan al estadio de blastocito, en comparacion con lo observado en vacas

testigo no sujetas a estrés caldrico (Guzeloglu et al., 2001; Roth et al., 2001b).

En vacas que presentaron foliculos emergidos de una tercera onda folicular con
crecimientos mas rapidos y con menor diametro se ha observado un mayor
porcentaje de ovulacion, que lo observado en vacas con dos ondas foliculares

(Wilson et al., 1998). Varios estudios, han descrito que la ovulacion de foliculos
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procedentes de un tercer desarrollo folicular, parece ser benéfico para incrementar
la fertilidad en vacas lecheras, ya que el crecimiento rapido de los foliculos
ovulatorios evitan los efectos detrimentales que se dan en los ovocitos con un
desarrollo folicular prolongado (Mihm et al., 1994; Revah y Butler, 1996; Townson
et al., 2002). Tratamientos con gonadotropina coriénica humana (hCG) en el dia
cinco del ciclo estral, ademas de estimular la funcién Ilitea, también inducen una
nueva onda de crecimiento folicular e incrementan los ciclos de tres ondas
foliculares, con lo que disminuye la probabilidad de tener foliculos grandes
persistentes y altamente estrogénicos y contribuye a tener una mayor tasa de
gestacion (Diaz et al. 1998; Santos et al., 2001).

Uso de antioxidantes

La vitamina E y el B-caroteno son antioxidantes liposolubles, cuya principal funcién
biolégica es proteger a los acidos grasos polinsaturados de la membrana celular,
de la peroxidacién lipidica por parte de las especies reactivas de oxigeno. En
estudios in vitro, se ha observado un incremento del 63 % del area de la superficie
de los embrioneg que fueron cultivados con vitamina E, cuando son recuperados
siete dias después de su transferencia a vacas no lactantes o a vaquillas, que lo
observado en los embriones testigo (Olson y Seidel, 2000). In vivo se ha
observado en vacas superovuladas, que con la terapia de cinco aplicaciones de
vitamina E y selenio se mejoro la calidad y el desarrollo de embriones al séptimo

dia de edad (Martin-Castafieda, 2004).

Resultados de estudios de campo realizados en vacas lecheras, han mostrado
que los efectos beneficos de la vitamina E sobre la tasa de gestacion han sido
variables. La administracion de vitamina E, en vacas Holstein lactantes al
momento del servicio, incremento la tasa de gestacion en épocas calidas (Ealy et
al., 1994; Lozano et al., 1999). Sin embargo, en otros estudios no encontraron este
efecto al momento del servicio (Ealy et al., 1994 b), ni a los 30 dias después del

parto (Arechiga et.al. 1998 a), a lo que los autores argumentan que la cantidad



administrada de vitamina E no fue suficiente para incrementar la concentracion de

esta vitamina en el foliculo para proteger el embrion o el 6vulo.

En vacas Holstein se han observado efectos positivos de la suplementacion de B-
caroteno durante el post-parto temprano al obtener un utero mas saludable
(Rodriguez et al.,, 2002) y cuerpos luteos con una mayor concentracion de P,
(Pérez et al., 2004). En estudios de campo la suplementacién de B-caroteno por
mas de 90 dias en vacas lecheras durante la época de estrés calérico incremento
14 % la tasa de gestacion a los 120 dias post-parto, con respecto al grupo de
vacas sin suplementacion (Aréchiga et al., 1998 b). Sin embargo, en otro estudio
realizado en las mismas condiciones climaticas se observé que la oferta de -
caroteno 15 dias antes del primer servicio no tuvo ningin impacto sobre la tasa de
concepcion, lo que pudo ser debido a un periodo insuficiente de suplementacion
(Aréchiga et al., 1998 a). Esta falta de respuesta del ultimo trabajo también podria
ser debido a que generalmente la concepcion del primer servicio en vacas
lecheras es baja, independientemente de las condiciones de clima imperantes, ya
que es en este periodo cuando las vacas se encuentran aun en un balance de
energia negativo y en su mayor nivel de produccién, por lo que se tienen menos
foliculos de gran tamarfo y se incrementan las fallas de la ovulaciéon (Mackey et el.,
1999; Bossis et al., 2000).

9.2. Mantenimiento de la gestacion

Incremento de las concentraciones plasmaticas de progesterona

En vacas lecheras en condiciones de estrés caldrico, la respuesta al empleo de
GnRH en el dia del servicio o en el 7° u 11° dia de edad del embrién ha sido
variable. Sin embargo, la mayoria de los estudios han demostrado que con esto
hay una reduccion de riesgo de que se establezca el mecanismo [uteolitico en
vacas que llevan un embrién y se incrementen las concentraciones séricas de P4 y
la tasa de gestacion (Wolfenson et al., 1994; Ullah et al., 1997; Lozano et al.,
1999).



Varios estudios, han corroborado el beneficio de incrementar las concentraciones
de progesterona y estimular la funcion lutea para mantener la gestacion. En vacas
repetidoras un incremento de la concentracion sérica de progesterona, a través de
la administracion diaria de P4 del 6° al 10° dia del ciclo estral, se ha asociado con
una mayor tasa de gestacion (Thuemmel et al., 1992). En vacas Holstein
mantenidas en estrés calorico y en programas de sincronizacion del estro y de la
ovulacion, la administracion de 100 ug de GnRH en los dias 5 y 11 del ciclo estral
incrementé la cantidad de tejido lateo, la concentracion plasmatica de
progesterona en el dia 17 post-inseminacion y el porcentaje de vacas gestantes
(Willard et al., 2003), que concuerda con lo observado en otros estudios (Thatcher
et al., 1996).

Asi mismo, en vacas lecheras con un alto nivel productivo la administracién de
gonadotropina coridnica humana en el dia cinco del ciclo estral, induce la
ovulacién de la primera onda folicular y causa la formacion de cuerpos liteos
funcionales accesorios, con lo que se incrementa la concentracion sérica de P4 en
la fase lutea y la tasa de gestacion (Sianangama et al., 1992; Diaz et al., 1998). La
presencia de un cuerpo lateo adicional en vacas lactantes disminuye el riesgo de
que se presente una mortalidad embrionaria entre los 38 y 90 dias de gestacion
(Thatcher et al., 1996; Binelli et al., 2001; Lopez-Gatius et al., 2002), y se
incrementa en .25 puntos porcentuales la viabilidad del embrion por cada unidad
de incremento en el nimero de cuerpos luteos (Thuemmel et al.,, 1992). Sin
embargo, en vacas altas productoras de leche se han observado menores
concentraciones circulantes de P4 que pudiera parcialmente explicar la baja
fertilidad en este grupo de vacas, en comparacién con otras con un menor nivel de

produccién (Vasconcelos et al., 2001).

9.3. Empleo de la transferencia embrionaria
Se ha propuesto que para reducir el efecto del estrés calorico sobre la fertilidad, se
utilice la transferencia embrionaria en lugar de la inseminacion artificial. Varios

trabajos realizados en vacas Holstein receptoras de embriones en condiciones de
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estrés caldrico han observado una tasa de prefiez mas alta, que la de vacas que
fueron inseminadas en las mismas condiciones ambientales, lo que confirma que
los embriones transferidos habian superado la etapa de desarrollo embrionario
con mayor sensibilidad al estrés calérico (Putney et al., 1989 a; Ambrose et al.,
1999 a, Drost et al., 1999; Rutledge, 2001, Al-Katanni et al., 2002 a). Las vacas
receptoras de embriones frescos han mostrado una mayor tasa de gestacion,
comparado a la observada en vacas que recibieron embriones congelados. Los
embriones generados por fertilizacion in vitro han sido los que han tenido una

menor tasa de gestacion de receptoras (Ambrose et al., 1999 a; Drost et al., 1999).

Algunos autores han descrito, que la introduccién de esquemas para la
sincronizacion de la ovulacién en las vacas receptoras de embriones frescos,
producidos in vivo o in vitro y expuestas a estrés calorico incrementa el porcentaje

de gestacion (Ambrose et al., 1999; Bo et al., 2001; Al-Katananni et al., 2002).

Se ha sugerido que los niveles de progesterona en vacas receptoras podrian tener
una influencia sobre la tasa de gestacion, ya que se ha encontrado una relacion
positiva entre la concentracién sérica de progesterona en el dia siete (Farin y
Farin, 1995) y en el dia 21 (Chagas et al., 2002). En vacas receptoras de
embriones, con una asincronia de — 72 horas entre la edad del embrion y la fase
del ciclo estral de la receptora, tratadas diariamente en los primeros cinco dias del
ciclo estral con 100 mg de progesterona, se observé una mayor concentracion
plasmatica de progesterona y un efecto benéfico sobre la tasa de gestacion, ya
que ésta fue similar a lo encontrado en vacas receptoras de embriones

sincronizados (Geisert et al., 1991).

No obstante, otro estudio no encontré un efecto positivo de la administracion de Py
como dosis Unica al momento de la transferencia del embrion sobre la tasa de
prefiez de vacas receptoras, debido probablemente a que un solo tratamiento
pudiera ser insuficiente para tener niveles adecuados de P4 que incrementen la

tasa de gestacion (Smith et el., 1996). Asi mismo, tratamientos de GnRH a vacas



receptoras al momento de la transferencia de embriones de menor calidad han
mostrado resultados muy variables sobre la tasa de prefiez, lo que indica que
quiza el momento de tratamiento, la dosis y la potencia del analogo de GnRH
afectan la capacidad de incrementar en forma suficiente las concentraciones de P,

en las vacas receptoras (Ellington et al., 1991; Smith y Grimmer, 2002).

9.4. Manejo nutricional

El estrés calorico es critico para la produccion lactea cuando las vacas son
expuestas a una temperatura ambiente entre 27° a 40° C (Brody, 1954; Johnson,
1983; McGuire, 1989; Wilson et al., 1998). En estas condiciones se observa una
reduccion del consumo de materia seca de entre el 10 y el 33 % (Johnson, 1983;
McGuire, 1989; Wilson et al., 1998) y de la produccién lactea de entre 10.7 y 43 %
(Brody, 1954; Roman et al., 1977; Schneider, 1984; Wilson et al., 1998).

El proceso de digestion de la fibra es una fuente importante de produccién de calor
y mayor que la generada por la de las grasas o de los carbohidratos no fibrosos.
Asi, la alimentaciéon con dietas altas en fibra durante el verano puede aumentar
significativamente el calor generado por la vaca. Uno de los objetivos en épocas
de estrés caldrico es alimentar con una minima pero adecuada cantidad de fibra,
lo que mejora el consumo de materia seca, la produccién de leche y ayuda a
reducir la produccion de calor, cuidando al mismo tiempo la alta calidad de la fibra,
ya que es indispensable para el mantenimiento de la funcion normal del rumen y el

incremento de la produccion de leche (Shearer, 1996).

El mejoramiento del estatus energético durante el periodo de transicién y durante
la fase de lactancia temprana tiene como objetivo mover a las vacas a un balance
positivo de energia (Beam y Butler, 1997; Butler, 2000). Se ha demostrado que al
aumentar la densidad energética de la dieta se incrementa la concentracion
circulante de LH, insulina e IGF-l y la frecuencia de pulsos de LH. También

aumenta la respuesta del foliculo a la LH, la esteroidogénesis y la probabilidad de
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ovulacion de los foliculos dominantes (Staples et al., 1990; Beam y Butler, 1997;
Beam y Butler, 1998).

La deficiencia de proteina reduce la digestibilidad de la dieta, mientras que el
exceso incrementa los requerimientos de energia para la sintesis y excrecion de
urea del cuerpo. Estudios realizados en vacas lecheras en condiciones de estrés
calorico en Arizona (Hubber, 1994) y Missouri, E.U. (Hubber, 1993) han observado
que cuando se alimenta con un alto contenido de proteina cruda (PC) (18.5 %) y
con una alta proporciéon de proteina degradable (PD) en la dieta (65% de la PC),
se presenta una reduccion del consumo de materia seca y de la produccion de
leche (Hubber, 1993; Hubber, 1994). Basado en lo anterior, se recomienda que la
alimentacién de las vacas lecheras en épocas con estrés calérico no debiera
exceder del 61% de PD (Hubber, 1993; Hubber, 1994). Los autores explican que
cuando se dan dietas altas en PD, la motilidad y la tasa de pasaje del alimento por
el rumen declinan, con lo que se incrementa el tiempo de estancia de la proteina y
su degradacion a amonia, que tiene un costo energético para su eliminaciéon y

provoca un aumento en la produccion de calor.

El agua es el nutriente mas importante en vacas lecheras. Dado y Allen (1994)
informaron de una correlacion de 0.94 y 0.96 entre el consumo de agua y la
produccion de leche y el consumo de materia seca, respectivamente. Se ha
descrito que en un medio ambiente caluroso las vacas reducen su consumo de
agua, porque reducen también el consumo de materia seca y la actividad fisica
(West, 1996). Como estrategia, el agua, ademas de limpia y fresca, debe de estar
cerca del area de alimentacién para que se estimule el consumo del alimento y del
agua misma (Sterner, 1986; Wilkes, 1990).

Entre otras estrategias de alimentacion se encuentran incrementar la frecuencia
de la oferta de alimento, ofrecer alimento fresco después de la ordena y cuando
las vacas han sido enfriadas con aspersores, ya que estas practicas estimulan el

consumo de materia seca. Al agregarle entre el 3 y 5% de agua al alimento
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integral se aumenta su gustocidad. Asi mismo, la adicion de amortiguadores a la
dieta como el bicarbonato de sodio durante el estrés calérico, previenen la
reduccion del pH ruminal y estimula el consumo de materia seca y por ende de la

produccion de leche (Linn, 1997).

9.5. Modificaciones al medio ambiente

Una estrategia cominmente utilizada para reducir el efecto del calor en - los
animales ha sido el proveer sombreaderos, rociadores o nebulizadores de agua y
ventiladores (Flamenbaum et al., 1986; Flamenbaum et al., 1995). Las ventajas de
los sombreaderos se han documentado desde hace medio siglo (Ittner y Nelly,
1951; Johnson and Yeck, 1964) y se han generado y evaluado disefios mejorados
en cuanto a su eficiencia (Bucklin et al., 1992; Armstrong 1993; Turner et al., 1994;
West, 1995).

El uso de rociadores asociados con ventilacion se ha generalizado en las
explotaciones intensivas modernas de las zonas aridas. Cuando este tipo de
enfriamiento se utiliza con una frecuencia de cinco veces al dia la temperatura
corporal de los animales se ha mantenido en un rango aceptable, entre 38.2 y
38.8° C (Flamenbaum et al., 1986), y ha incrementado el porcentaje de vacas
gestantes (Stott, 1961; Thatcher, 1974; Wolfenson et al., 1988). Otro aspecto a
tomar en cuenta son las acciones de refrescamiento alrededor del dia del servicio
que conlleva a tener una mayor tasa de fertilizacion, desarrollo y viabilidad del
embrion, ya que se ha demostrado que tres dias antes del servicio y 10 dias
después del mismo son las etapas criticas del embrién (Ealy et al., 1995; Hansen,
1997).

En un estudio realizado en Texas, E.U. en 119 hatos con 30,358 primeros
servicios se observd que el uso de sombreaderos redujo el efecto del estrés
calorico sobre la fertilidad, sobre todo cuando se ubicaron en el lugar donde las
vacas pasan la mayor parte de las horas con luz solar, no asi en los comederos
(Thompson et al., 1996).



9.6. Aspectos genéticos

En la practica, los enfoques genéticos para mejorar la fertilidad bajo estrés térmico
han sido incipientes. En ganado de carne, la heredabilidad de la habilidad de
mantener la temperatura rectal ha arrojado valores entre 0.25 y 0.65 (Finch, 1986),
lo que denota la posibilidad de que esta caracteristica se mejore a través de la
seleccion, aun cuando seleccionar por tolerancia al calor puede conducir a preferir

vacas con menor consumo voluntario de alimento y menor produccién de leche.

La cantidad de calor absorbido por un animal expuesto a la radiacion solar directa
esta relacionada con el color de la capa (Becerril et al., 1994; Hansen, 1994). En
bovinos Holstein, los animales con mayor proporcion de color blanco son mas
tolerantes al calor que los negros (Becerril et al., 1994). Existen otras lineas
acerca de la mayor adaptabilidad al estrés calérico de algunas razas de bovinos,
Bos indicus y Bos taurus en relacién a la competencia del ovocito para ser
fertilizado (Rocha et al., 1998; Hernandez et al., 2004). Sin embargo, ninguna de
esas razas cubriria los requisitos de produccion de leche que los sistemas

intensivos actuales exigen a los animales.
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CAPITULO 3
FACTORES ASOCIADOS AL ESTRES CALORICO Y SU INTERACCION CON
LOS NIVELES DE PRODUCCION DE LECHE SOBRE LA TASA DE
GESTACION EN SISTEMAS INTENSIVOS EN EL NORTE DE MEXICO

RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron: determinar los efectos del estrés calérico, la
produccion lactea, y sus interacciones con las practicas de manejo, sobre la tasa
de gestacion (GEST) de vacas Holstein. Se analizaron 23,926 registros de
inseminacion artificial de nueve hatos lecheros de Cd. Delicias, Chihuahua. Por
cada unidad de incremento del indice temperatura — humedad promedio del mes,
GEST disminuyo en 0.7 % (P<0.01). La GEST se redujo a partir del mes de mayo
y hasta octubre, con relacion a lo observado de noviembre a abril (P<0.01). Las
vacas con produccion de leche estimada a 305 dias (PROD) superior a 11,000 |
tuvieron menor GEST (P<0.01). De junio a octubre las vacas con PROD superior a
10,000 | mantuvieron GEST por debajo a lo observado en vacas con menor nivel
de PROD (P<0.01). La GEST se redujo con indices temperatura — humedad en el
dia del servicio (THIS) de 72 y mayores (P<0.01), lo que fue mas severo cuando el
THIS fue superior a 78 (P<0.01), excepto en vacas con PROD menor a 7,000 |
(P>0.05). Las vacas multiparas tuvieron menor GEST a THIS superiores a 72, que
las primiparas (P<0.01). No hubo efecto en GEST de tamano de hato; tampoco de
BST u ordenos / d y de sus interacciones con THIS (P>0.05). La PROD fue mayor
en multiparas, BST, tres ordefios / d y hatos grandes (P<0.01). La reduccion de
GEST fue mas prolongada en vacas con PROD mayor a 10,000 | (P<0.01).

INTRODUCCION

En el ganado lechero se ha observado en los meses calurosos una reduccion de
la tasa de gestacion (Avendafio et al.,, 1990; Fernandez, 1997; Cartmill et al.,
2001). El periodo critico del estrés calérico sobre la fertilidad y el desarrollo
embrionario se ha observado dos dias antes del servicio (Ingraham et al., 1975;

Ravagnolo y Misztal, 2002) y el dia del mismo (Cartmill et al., 2001; Ravagnolo y
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Misztal, 2002). Se ha calculado que por cada unidad de incremento del indice
temperatura — humedad en el dia del servicio se da una reduccion de 0.5 % en la

tasa de no retorno al estro a los 45 dias post-servicio (Ravagnolo y Misztal, 2002).

Se ha demostrado en estudios in vitro. que la exposicion del ovocito y de
embriones de dos a ocho células a altas temperaturas reduce la tasa de
fertilizacion y el desarrollo embrionario. Adicionalmente, la exposicion de los
embriones a patrones de temperatura similares a los experimentados en las vacas
lactantes durante los dias de verano (38.6 a 40.5 °C) en los primeros ocho dias
post-fertilizacion, redujo el porcentaje en la viabilidad y el desarrollo embrionario
(Rivera y Hansen, 2001). En estudios in vivo se ha confirmado que los embriones
en sus primeros tres dias de edad son sensibles al estrés caldrico (Ealy et al.,
1993).

La industria lechera especializada cada vez impone mayor exigencia fisiologica a
las vacas con lactaciones de mayor cuantia. Se ha calculado que en los ultimos 25
anos el incremento de la produccion de leche por vaca, ha implicado la reduccion
en la tasa de fertilidad del primer servicio entre 0.5 y 1 % anual (Beam y Butler,
1999; Roche et al., 2000; Royal el al., 2000a; Royal et al., 2000b). Recientemente,
se determind que la magnitud de la depresion de la tasa de no retorno al estro a
45 (Ravagnolo y Misztal, 2002) y 90 dias (Al-Katanani et al., 1999) fue mas
acentuada en las vacas con un mayor potencial de producciéon. Sin embargo, la
tasa de no retorno al estro es un indicador poco preciso, por lo que resulta dificil

llegar a conclusiones sin analizar otros factores.

A pesar de conocer la relacién negativa del estrés calérico y el incremento en la
produccion lactea sobre la tasa de gestacion, se desconoce el efecto de
interaccion de los niveles de produccion lactea y de manejo con el estrés calorico
sobre la tasa de fertilidad en los sistemas intensivos de produccion comercial. Es
por esto que los objetivos del estudio fueron determinar los efectos del estrés

caldrico, el nivel de produccion lactea, la paridad de las vacas, el uso de la
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somatotropina bovina, el numero de ordefios y sus interacciones sobre la tasa de
gestacion en vacas Holstein de hatos lecheros comerciales, con un alto nivel

productivo y tecnologico en la cuenca lechera de Cd. Delicias, Chihuahua.

MATERIALES Y METODOS

Registro y calculo de las variables climaticas

La temperatura ambiente (° C) y la humedad relativa (HR) de los afos de estudio
1999 y 2000 se obtuvo de una estacion computarizada de Ciudad Delicias,
Chihuahua, dependiente del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias de la SAGARPA, ubicada a 20 km de los hatos lecheros en
estudio. La temperatura ambiente fue convertida a grados Fahrenheit (° F). Se
estimo el indice temperatura — humedad (THI) segun lo establecido (Ingraham et
al., 1975).

THI = ° F — [(0.55 — ((HR / 100) x 0.55)) * (° F — 58)]

Caracteristicas generales de los hatos lecheros

Los nueve hatos lecheros en estudio se encuentran en Cd. Delicias, Chihuahua.
La cuenca lechera se caracteriza por ser un area de riego importante para la
producciéon de forrajes y el mantenimiento del sistema de producciéon de leche
intensiva. Las unidades de produccion en estudio fueron de un alto nivel
tecnolégico y productivo, que estan en una organizacion que procesa,
comercializa y distribuye los productos lacteos. Las vacas que fueron incluidas en
el estudio tuvieron en promedio 2.4 + 1.6 partos, 145.3 £ 131.2 dias en leche y 2.9
+ 2.4 servicios. La produccion de leche estimada a 305 dias fue de 9,525.9 +
1,971.6 . En todos los hatos, las vacas fueron alimentadas con una dieta integral
de acuerdo a su estado productivo. Los programas de manejo de medicina

preventiva y de los aspectos reproductivos fueron similares entre los hatos.



Registro de la informacion productiva

Se utilizaron 23,926 registros de inseminacion artificial de vacas lactantes de la
raza Holstein mayor a los 20 dias post-parto. De cada registro, se tomé la
siguiente informaciéon: numero de la vaca, numero de parto (NP), fechas de parto,
dia, mes (MS) y aino de servicio, numero de servicio, los dias en leche al momento
del servicio (DEL), el nimero de ordefios (NORD), la produccion lactea estimada a
305 dias (PROD), el resultado del diagnéstico de gestacion de 45 a 60 dias
posteriores al servicio, si al vaca estaba o no en un programa de administracion de
somatotropina bovina (BST) y de informacion general como el nimero de ordefios,
tipo de alimentacion y nimero de vacas por hato.

Las vacas se clasificaron de acuerdo a la produccion de leche estimada a 305 dias
en cinco niveles (PL):

PL1.- menor de 7,000 | (n = 2384).

PL2.- entre 7,000 y 8,499 | (n = 4135).

PL3.- entre 8,500 y 9,999 | (n = 7313).

PL4.- entre 10,000 y 10,999 | (n = 4646).

PL5.- mayor a 11,000 | (n = 5372)

Independientemente del mes de servicio, el indice temperatura — humedad en el
dia del servicio (THIS) se agrupé en seis rangos:
1. Menor a 60 (n =1272).
Entre 60 y 65.9 (n = 2038).
Entre 66 y 71.9 (n = 5498).
Entre 72 y 77.9 (n = 5850).
Entre 78 y 83.9 (n = 7914).
Mayor a 84 (n = 1354).

L o

Las vacas se clasificaron de acuerdo al numero de partos en tres grupos:
1. Vacas de primer parto (n = 8318).
2. Vacas de dos partos (n = 7224).
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3. Vacas de tres o mas partos (n = 8384).

El tamano del hato por el nimero de vientres (NVIE) se dividio en:
1. Hatos con menos de 500 vacas (n = 9616).
2. Hatos con mas de 500 vacas (n = 14312).

Analisis de la informacion.
La variable evaluada fue la tasa de gestacion (GEST). El modelo general al cual

se atribuyo el total de la variacion fue:

Y =H+Bm +8 (my+MS;+ NP ;*MS x NP ;+ BST , + BST x MS x + bs(del - Haer) + Emiey
Donde:

Ymix = €s la variable de respuesta de la I-€sima observacién, de la k-ésima
administracion de somatotropina bovina, del j-ésimo niimero de parto y del i-ésimo
mes de servicio.

u = es la media general.

B ., = es el efecto de afno de servicio hato lechero.

8 m = es el error de restriccion, NID (0, o 2¢).

MS ; = es el efecto del i-simo mes de servicio (1...12).

NP ; = es el efecto del j-ésimo numero de parto (1,2,3).

MS x NP j = es el efecto de la interaccion de i-ésimo mes de servicio con el j-
ésimo numero de parto.

BST ¢ = es el efecto del k-ésimo programa de administracion de somatotropina
bovina (0,1).

BST x MS i = es el efecto de la interaccién del i-simo mes de servicio con el k-
ésimo programa de administracion de BST.

biy(del - pge) = €s €l efecto de la covariable de los dias en leche al momento del
servicio en su forma lineal.

Emijky = es el error NID (0, o A &)

Las fuentes de variacion que no fueron significativas fueron removidas.



Se realizé un segundo analisis para evaluar el efecto de interaccion del MS con la

PL sobre la GEST, cuyo modelo al que se atribuyo la variacion fue:

Yixk=p+B | +0q+MS;+PL;+MSXxPL;+by(del - Pger) + Egijk

Donde:

Yiik = es la variable de respuesta de la k-ésima observacion, del |-esimo nivel de
produccion lactea y el i-ésimo mes de servicio.

J = es la media general.

B | = es el efecto de afo de servicio hato lechero.

d oy = es el error de restriccion, NID (0, o 29).

MS ; = es el efecto de i-ésimo mes de servicio (1..12).

PL ;= es el efecto del j-ésimo nivel de produccion (1,2,3,4,5).

MS x PL j = es el efecto de la interaccion de i-esimo mes de servicio con el j-esimo
nivel de produccion.

bi(del - pge) = €S €l efecto de la covariable de los dias en leche al momento del
servicio en su forma lineal

E (lipk = €S el error NID (0, c 23).

Para evaluar la interaccion del THIS con los efectos de paridad y la aplicacién o no
de somatotropina bovina sobre la GEST se realizé un analisis cuyo modelo al que

se atribuyd la variacion fue:
qukl =l + B m .7 6 (m) * THIS | + NP i+ THIS x NP R BST «+ THIS x BST i + b1(de| - Udel) + E(m,,k“

Donde:

Ymi = es la variable de respuesta de la |-ésima observacion, del k-ésimo
programa de administracion de somatotropina bovina, el j-ésimo numero de parto
y el i-ésimo indice temperatura — humedad en el dia de servicio.

U = es la media general.

B, = es el efecto de afo de servicio hato lechero.

& @ = es el error de restriccion, NID (0, o B
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THIS ; = es el efecto del i-ésimo nivel del indice temperatura — humedad del dia de
servicio (1,2,3,4,5,6).

NP ; = es el j-esimo numero de parto (1,2,3).

THIS x NP j = es el efecto de la interaccion del i-€simo nivel de THIS con el j-
ésimo numero de parto.

BST k = es el efecto del k-ésimo programa de administracion de somatotropina
bovina (0,1).

THIS x BST i = es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de THIS con el k-
ésimo programa de administraciéon de BST.

bi(del - pse)) = €8 el efecto de la covariable de los dias en leche en su forma lineal.

Emikym = €s el error NID (0, 6 %¢).

Para evaluar la produccion de leche estimada a 305 dias se realizdo un analisis

cuyo modelo al que se atribuyd la variacion fue:

Yiu=M + NP+ BST ;+ NORD + Ey

Donde:

Yix = es la variable de respuesta de la I-€sima observacion, del k-ésimo nimero
de ordefios, el j-€simo programa de administracion de somatotropina bovina y el i-
ésimo numero de parto.

M = es la media general.

NP ; = es el efecto del i-€simo numero de parto (1,2,3).

BST ; = es el efecto del j-ésimo programa de administracion de somatotropina
bovina (0,1).

NORD = es el efecto del k-ésimo nimero de ordenos (2,3).

E(ijk}l = es el error NID (0, (¢ 23).
Se evaluaron la GEST y la PROD a través de un analisis de varianza donde el

efecto principal fue el NVIE. Se realizo un analisis de regresion para determinar la

relacion entre las medias minimo cuadraticas de la GEST mensual y el promedio
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mensual del indice temperatura — humedad. Los datos se analizaron por el método
de minimos cuadrados por el procedimiento de GLM de SAS (SAS, 1988).

RESULTADOS

En la Grafica 1 se muestran las medias minimo cuadraticas de la tasa de
gestacion y las medias mensuales del indice temperatura — humedad registradas a
lo largo del afio. En ésta se observa una relacion lineal negativa entre las dos
variables (P<0.01), cuya ecuacién tuvo un coeficiente de determinacion (R?) de
0.895; por cada unidad de incremento del THI, la GEST disminuy6 en 0.7 %. Una
notoria reduccion de la GEST se observé a partir del mes de mayo y se
mantuvieron esos niveles hasta el mes de octubre, con valores que fueron

inferiores a los de noviembre a abril (P<0.01).

En el Cuadro 1 se observa que la reduccion de la GEST de las vacas inicia
cuando el THIS fue mayor a 66 (P<0.01), agudizandose cuando el THIS fue
superior a 72 (P<0.01). La GEST de las vacas con dos o mas partos fue menor
gue en las vacas primiparas (P<0.01). Las vacas con PROD superior a 11,000 |
tuvieron una menor GEST (P<0.01). Mientras que las vacas con una PROD entre
8,500 y 11,000 | y menores de 7,000 | mostraron una menor GEST, que las vacas
con una PROD entre 7,000 y 8,499 | (P<0.01).

El efecto de la interaccion del THIS con el nimero de partos sobre GEST se
muestra en el Cuadro 2. Las vacas con dos o mas partos presentaron mayor
reduccion de la GEST en todos los rangos de los THIS superiores a 72, que lo

observado en las vacas primiparas (P<0.01).

La GEST observada en las vacas con diferentes niveles de PROD se detalla en la
Grafica 2. A partir del mes de junio, la GEST en las vacas con PROD mayor a
11,000 | fue la mas afectada (P<0.01). En los meses de julio a octubre las vacas
con PROD superior a 10,000 | mantuvieron una GEST por debajo de lo observado

en las de menor PROD (P<0.01). En el mes de diciembre, la GEST en las vacas
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con PROD mayor a 11,000 | fue menor que lo observado en las vacas con PROD
menor a 10,000 | (P<0.05), excepto con las que produjeron menos de 7,000 |
(P>0.05). En el mes de febrero, la menor GEST ocurrié en grupos con PROD
menores de 7,000 | y mayores a 11,000 | (P<0.01).

El efecto del THIS sobre la GEST de las vacas con diferentes niveles de
producciéon se presenta en la Grafica 3. Las vacas con mayor PROD tuvieron
menor GEST a THIS superiores a 66 que las de PROD entre 7,000 y 8,500 |
(P<0.01), y se acentuo la reduccioén en las vacas con mayor PROD a THIS mayor
a 72 (P<0.01). Las vacas con PROD de 7,000 a 10,000 | mostraron una reduccion
de la GEST a THIS entre 72 y 84 (P<0.01). En las vacas con PROD menor de
7,000 | no hubo diferencias debidas a THIS con valores inferiores a 84 (P>0.05);

este grupo mostré en general baja GEST.

En el Cuadro 3 se presenta la PROD y los efectos de paridad, de BST, del nimero
de ordefos y del tamafio del hato. Las vacas multiparas mostraron mayor PROD
que la observada en las vacas primiparas (P<0.01). Las vacas tratadas con BST,
las de tres ordefios y aquellas en hatos con mas de 500 vientres tuvieron una
mayor PROD (P<0.01).

Los efectos de BST, del niumero de ordenos, del tamano del hato y la interaccién
de THIS con BST y con el nimero de ordefios no fueron significativos sobre GEST
(P>0.05).

DISCUSION

Los sistemas intensivos en el norte de México se caracterizan por tener una
dinamica constante en el incremento de la produccién de leche por vaca vientre.
En estas regiones se tiene un indice de temperatura — humedad elevada en los
meses calurosos, con fluctuacion promedio mensual de alrededor de 20 puntos a
lo largo del ano. La reduccion de la GEST en los meses calidos ha sido informada

en otros estudios en vacas de sistemas intensivos de produccion de leche en
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Mexico (Avendario et al., 1990; Fernandez, 1997); sin embargo, estos estudios
fueron realizados en un solo hato (Avendario et al., 1990) o representan medias
generales de la fertilidad registrada en una region (Fernandez et al., 1997), sin un

analisis que hubiese ajustado los datos de fertilidad a otras variables importantes.

La reduccién de 0.7 % de la GEST por unidad de incremento del THI promedio del
mes muestra la misma tendencia informada por Ravagnolo y Misztal (2002),
donde ellos observaron una reduccion de 0.5 % de la tasa de no retorno al estro
(TNRE) a 45 dias por unidad de incremento de THI del dia del servicio de cada
vaca. Sin embargo, la TNRE es menos precisa como estimador de la fertilidad,
que la tasa de GEST del presente estudio. La informacion disponible demuestra
un efecto critico del estrés calorico en el dia del servicio sobre la fertilizacion y la
sobrevivencia embrionaria temprana (Putney et al., 1989) y tardia (Cartmill et al.,

2001) y sobre la tasa de no retorno al estro (Ravagnolo y Misztal, 2002).

Independientemente del mes de servicio, la GEST de las vacas por efecto del
THIS se torné critico cuando éste fue superior a 66, y se agudizé a THIS mayores
a 72, por lo que aparentemente la reproduccion no se vio afectada a niveles de
THIS iguales o menores a 66. Este resultado es muy similar a lo encontrado por
Ravagnolo y Misztal (2002), quienes observaron en vacas en lactancia, que a
partir de THI de 68 en el dia del servicio se inicid un decremento de la TNRE a 45
dias, y que la magnitud de la depresion de ésta fue del 15 % aproximadamente,

con un mayor impacto negativo en la vacas con mas produccion lactea.

El hecho de que las vacas con PROD superior de 11,000 | siempre tuvieron menor
GEST en todos los rangos de THIS estudiados, y que la reduccion de la GEST en
éstas se agudizo en THIS superiores a 78, con respecto a lo observado en vacas
con un menor nivel de PROD, indica que la menor GEST a THIS inferiores a 72 es
debido al estrés fisiologico de produccidn, en tanto que a THIS mayores el efecto

del estrés calorico se agrega al de produccion.
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Algunos estudios han estimado en el transcurso de los ultimos 25 afios una
reduccion anual entre 0.5 y 1 % de la fertilidad al primer servicio, donde el factor
que ha contribuido a la declinacion de la fertilidad ha sido el incremento de la
produccion lactea (Beam y Butler, 1999; Roche et al., 2000; Royal el al., 2000a;
Royal et al., 2000b), que ademas se ha asociado con retraso en el re-inicio de la
actividad ovarica posparto (Opsomer et al., 2000; Royal et al., 2000b; Cartmill et
al., 2001) y con una tendencia a tener un primer servicio retrasado (Faust et al,,
1988). En el presente estudio, la depresion de la GEST fue considerablemente
mayor en las vacas con mas PROD (43.2 al 50 %), que en las vacas con una
PROD menor a 10,000 litros (25 a 36.3 %), y presenta las mismas tendencias
observadas en otro estudio (Al-katanani et al. 1999), donde se determiné una
mayor depresion de la tasa de no retorno al estro (TRNE) a 90 dias (alrededor del

90%) en las vacas con mayor produccion en los meses calurosos del afio.

La lenta recuperacion de los niveles de GEST de las vacas con mayor PROD,
puede estar relacionada con un efecto acarreado del estrés calérico del verano
sobre el desarrollo y la calidad folicular, del ovocito y de la funcién latea, que
juegan un papel importante en la fertilidad y el desarrollo embrionario temprano.
Se ha observado en vacas Holstein lactantes (Roth et al., 2001 a) y no lactantes
(Gozeloglu et al., 2001) expuestas a estrés caldrico durante el verano (Roth et al.,
2001a) o en un ciclo folicular (Gozeloglu et al., 2001) un incremento de foliculos no
saludables (Gozeloglu et al., 2001), y una reduccion en el desarrollo embrionario
(Roth et al., 2001a; Al-Katanani et al., 2002); y se ha demostrado que tratamientos
repetidos con factor liberador de las gonadotropinas y la aspiraron frecuente de los
foliculos mayores de 5 mm (Gozeloglu et al., 2001) y entre 3 y 7 mm (Roth et al.,
2001a) durante varios ciclos estrales disipo el efecto detrimental al estrés calérico
de los meses previos sobre el desarrollo folicular y permitié el reclutamiento de
foliculos de mejor calidad, que se reflejo incluso en el desarrollo embrionario en

comparacién con lo observado en el grupo de vacas no tratadas.
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No se ha descrito un mecanismo preciso por el cual el estrés calérico afecta la
fertilidad, pero se sugiere que se produce un dano en la comunicacion intercelular
entre las células de la granulosa, del cimulo y del ovocito (Roth et al., 2001b; Al-
Katanani et al, 2002), se afecte la competencia del ovocito (Al-Katanani et al.,
2002; Sartori et al., 2002), se altera el contenido proteico (Ambrose et al., 1999) y
la viabilidad de las células de la granulosa y de la teca interna y se modifica la
esteroidogénesis (Wolfenson et al.,, 1993; Wolfenson et al.,, 1997; Roth et al.,
2001b).

Los valores de la GEST de las vacas con PROD menores a 7,000 I, pueden
indicar que en este grupo posiblemente se encontraban animales con algunos
problemas metabdlicos o infecciosos, que limitaron su produccion y reproduccion,
como lo han descrito otros estudios (Scott et al., 1999; Grohn y Rajala, 2000). En
contraste, en las vacas con una produccién intermedia (entre 7,000 y 10,000 1),
aun cuando se observo una reduccion de la GEST en condiciones de estrés
caldrico, la depresion de ésta fue menor (rango de 25 a 36.3 %), lo que puede
indicar que en este rango de produccién, los animales mantuvieron mejor estado

de salud y fueron menos susceptibles al estrés de THIS.

Las vacas que recibieron BST no mostraron un efecto positivo sobre GEST, como
lo ha sido informado en otros estudios con vacas de primer servicio (Mendoza,
2000; Morales Roura, 2001) y con vacas repetidoras (Mendoza, 2000; Morales-
Roura et al., 2001). En vacas superovuladas el uso de la BST ha mejorado la
sobrevivencia de los embriones recuperados y la tasa de prenez de vacas
receptoras (Moreira et al., 2000; Moreira et al., 2001; Moreira et al., 2002). A
diferencia del presente estudio, esos autores aplicaron la BST en el dia del
servicio o en proceso de superovulacion o de la transferencia de los embriones, en
tanto que el uso rutinario para mejorar la produccion no considera los eventos

asociados con la reproduccion.



CONCLUSIONES E IMPLICACIONES.

La reduccion de fertilidad en el verano necesariamente establece una
estacionalidad de los partos y de la produccion en los meses de junio a diciembre
del siguiente ciclo productivo, que implica tener en esos meses una mayor
produccién, que se sumara a la producida en sistemas tradicionales y de doble
propésito, con lo que se incrementa la oferta regional de leche con la consecuente

reduccion del precio, y la dificultad para su comercializacion.

En la cuenca lechera de Cd. Delicias, Chihuahua, cada vez se intensifican mas los
sistemas de produccion con la adopcion de componentes tecnolégicos modernos,
incluida la constante mejora en el meérito genético de los animales, por ello se
mantiene un incremento de la produccion por vaca. En esas condiciones es de
esperarse que el estrés caldrico siga siendo un problema no resuelto y que tendra
cada vez mayor vigencia. Sin embargo, el uso de tecnologias como la aplicacion
de BST y el ordefio tres veces al dia, no agregaron reduccion de la fertilidad al

efecto del estrés calorico.

Por el hecho de que en los animales de mayor produccion se retrasa la
recuperacion de la fertilidad, y se presume que esto puede deberse a un efecto
acarreado en la calidad de los foliculos que iniciaron su desarrollo en condiciones
de estrés, resulta interesante evaluar el efecto de inducir, desde inicios del otofio,
el recambio folicular acelerado con tratamientos como los empleados para
sincronizar el estro y la ovulacién. Otra opcién para incrementar la gestacion en la
epocas calurosas de los hatos lecheros es optar por la transferencia de embriones
de 6 a 7 dias de edad: Adicionalmente, en las condiciones ambientales del area de
estudio, el establecimiento de sistemas de enfriamiento alrededor del dia del
servicio y los subsecuentes es una practica que amerita ser analizada, para

mejorar la tasa de gestacion en vacas de la raza Holstein.



GRAFICA 1

Medias minimo cuadraticas del porcentaje de gestacion, y las medias mensuales
del indice temperatura — humedad (THI) registradas a través del afio
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GRAFICA 2
Porcentaje de gestacién por efecto del nivel de produccion lactea en vacas
lecheras de la raza Holstein a través del afo en sistemas intensivos de produccion
en el altiplano del centro — norte de México.
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GRAFICA 3
Efecto del indice temperatura — humedad en el dia del servicio sobre la tasa de
gestacion de vacas Holstein con diferente produccién animal en Delicias,
Chihuahua, México.
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CUADRO 1. Efecto del indice temperatura — humedad en el dia del servicio
(THIS), el nimero de partos, la administracion de somatotropina bovina y el nivel
de produccién de leche estimada a 305 dias (PROD) sobre tasa de gestacion en
vacas lecheras Holstein en el altiplano del centro — norte de México.

THIS n % Gestacion
Menor a 60 1272 40.8 a
60 a 65.9 2038 40.1 ab
66a71.9 5498 37.8b
72a77.9 5850 35.0¢c
78 a 83.9 7914 284d
Mayor a 84 1354 27.1d
Numero de Parto
1 8318 37.1a
2 7224 34.0c
3 0o mas 8384 334c
Somatotropina Bovina

NO 15348 346 a
Sl 8578 35.1a

PROD (I)
Menor a 7,000 2384 34.1ac
7,000 a 8,499 4135 36.8 b
8,500 a 9,999 1313 34.5ac
10,000 a 10,999 4646 329c¢
Mayor a 11,000 5372 29.9d

a, b / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.05).
a, ¢ / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
b, c, d / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
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CUADRO 2. Efecto de la interaccion del indice de temperatura — humedad en el
dia del servicio (THIS) con la paridad de la vaca (NP) sobre la tasa de gestacion
de vacas Holstein lactantes en sistemas intensivos de produccién en el altiplano

del centro — norte de México

THIS n NP | GESTACION
Menora 60| 434 1 423 a
Menora 60| 404 2 426 a
Menora 60| 434 |3 o0 mas 375a

60 a 65.9 654 1 40.6 a
60 a 65.9 602 2 39.7 a
60 a 65.9 782 |3 0mas 399a
66a71.9 1892 1 38.1a
66a71.9 1537 2 38.6 a
66a71.9 | 2069 |3 0o mas 36.7 a
72a77.9 | 2043 1 37.6a
72a77.9 | 1757 2 33.4b
72a77.9 | 2050 | 3 o mas 341b
78 a 83.9 | 2815 1 32.1a
78 a 83.9 | 2462 2 254b
78 a83.9 | 2637 | 30 mas 27.7b
Mayor a 84| 480 1 318a
Mayora 84| 462 2 246 b
Mayora 84| 412 |3 omas 24.8b

a, b / Distintas literales por columna dentro de cada segmento de THIS

indican diferencia significativa (P<0.01).
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CUADRO 3. Medias minimo cuadraticas de la produccion de leche estimada a 305
dias por efecto del nimero de partos, la administracion o no de somatotropina
bovina, numero de orderos y el tamano de hato lechero, en vacas Holstein del

altiplano centro — norte de México.

‘Numero de Parto n X te.e.
1 8281 | 8,622.2 +20.7 a
2 7209 [9,841.1+224b
3 0 mas 8337 [9,971.5+206¢c

Somatotropina Bovina
NO 15300 | 9,264.6 + 15.7 a
Sl 8527 |9692.0+200b
Numero de Ordenos
Dos ordenos 8648 | 9,018.8 £20.1 a
Tres ordefios 151791 9,937.8+ 154 b
Numero de vacas por hato lechero

Menor a 500 vacas 9540 | 9,176.1 £19.9 a
Mayor a 500 vacas 14312 |1 9,761.2+16.3 b

a, b / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
a, ¢ / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
b, ¢ / Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
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CAPITULO 4

EFECTO DEL ESTRES CALORICO Y SU INTERACCION CON OTRAS
VARIABLES DE MANEJO Y PRODUCTIVAS SOBRE LA TASA DE

GESTACION DE VACAS LECHERAS EN AGUASCALIENTES, MEXICO

RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron determinar los efectos del estrés caldrico,
producciéon lactea estimada a 305 d (PROD), practicas de manejo y sus
interacciones, sobre la tasa de gestacion (GEST) en vacas Holstein. El estudio se
realizd en siete hatos de Aguascalientes. Se analizaron 20,606 registros de
inseminacién artificial en dos anos. Cada unidad de incremento del indice
temperatura — humedad promedio del mes de servicio, redujo GEST en 1.03 %
(P<0.01). La GEST fue menor de mayo a septiembre que en octubre (P<0.05) y de
noviembre a abril (P<0.01). Las vacas con mayor PROD tuvieron menor GEST en
noviembre, diciembre (P<0.01), enero y octubre (P<0.05), que las de PROD menor
a 7,000 I. Indices temperatura — humedad en el dia del servicio (THIS) mayores a
74, afectaron negativamente la GEST; el efecto se agudizé cuando el THIS fue
superior a 76 (P<0.01). Las vacas primiparas mostraron mejor GEST que las
multiparas (P<0.01). La administracion de somatotropina bovina (BST), y la
interaccion de THIS con paridad, BST y numero de ordenos (2 o 3 / d), no
afectaron GEST (P>0.05). Las vacas en tres ordenos / d y las de hatos con mas
de 1000 vacas presentaron menor GEST (P<0.01). El estrés caldrico afectd la
GEST de las vacas, independientemente de su PROD; sin embargo, el efecto es
mayor y mas perdurable a mayor PROD. No hubo interaccion entre distintas

practicas de manejo y estrés caldrico para GEST.

INTRODUCCION

Los programas reproductivos en los sistemas intensivos de produccion de leche se
han establecido para obtener un éptimo intervalo entre partos, lo que representa
una mayor utilidad (Call, 1978; Funk et al., 1987). Si el intervalo entre partos es

superior a la meta 6ptima, la posibilidad de que el periodo seco se amplié es alta,
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y se dé una menor produccion de leche en la siguiente lactancia (Funk et al.,
1987), lo que representa una pérdida en el potencial productivo de la vaca a

mediano y largo plazo.

La subfertilidad se ha definido como una condicion que impide el establecimiento
de la prefiez después de haberse completado la involucion uterina (Royal et al.,
2000). Esta caracteristica es afectada por una gran cantidad de factores como
son: la condicion fisica, enfermedades durante el posparto, mastitis, produccion
lactea, épocas de parto, entre otras (Scott et al., 1999; Grohn y Rajala, 2000).

Las altas temperaturas y la humedad relativa del ambiente, que son comunes en
el verano en la mayor parte de las cuencas lecheras de México, con frecuencia
rebasan la capacidad de los mecanismos normales de los animales para la
disipacion del calor, provocando condiciones de estrés que afectan su fisiologia y
homeostasis, que se reflejan con una disminucion del consumo voluntario de
alimentos, de la produccion lactea (Barash et al., 2001; West et al., 2003) y de la

eficiencia reproductiva (Hansen et al., 2000; Wolfenson et al., 2000).

En México existen algunas observaciones preliminares sobre la reduccion de la
fertilidad en los meses calurosos del ano, que se limitan a un hato (Avendaro et
al., 1990) o son informes de valores promedio de la fertilidad (Fernandez et al.,
1997). El estrés calorico afecta la reproduccion cuando tiene lugar dias antes,
durante y después de la ovulacion (Ingraham et al., 1975; Cartmill et al., 2001;
Ravagnolo y Misztal, 2002). Asi mismo, se ha observado un efecto negativo del
estrés calérico sobre la viabilidad embrionaria en los primeros dias de su

desarrollo (Ealy et a., 1993; Ryan et al., 1993).

La intensificacion de los sistemas de producciéon de leche se ha acompanado con
una disminucion de la eficiencia reproductiva de los hatos. Se ha descrito que el
incremento en la produccion de leche se ha asociado con una reduccion de la

fertilidad del primer servicio entre 0.5 y 1.0 % anual en los ultimos 25 afos (Butler



et al., 1998; Roche et al., 2000; Royal et al., 2000); asi mismo, se ha observado un
incremento en los dias abiertos (Washburn et al 2002; Osen et al., 2003), un
retraso en el re-inicio de la actividad ovarica post-parto (Opsomer et al., 2000;
Cartmill et al., 2001) y una tendencia a tener un primer servicio retrasado (Faust et
al., 1988).

A pesar de conocer la relacion negativa de la fertilidad con el estrés calérico y el
incremento en la produccion de las vacas lecheras, se desconoce si el efecto de
interaccion de la produccion individual y el estrés calérico puede deprimir ain mas
la fertilidad en los meses calurosos del afio. En un estudio reciente, se observé
que la magnitud de la depresion de la tasa de no retorno al estro a 90 dias (TNRE)
fue mas acentuada en las vacas con un mayor potencial de produccion lactea (Al-
Katanani et al., 1999); sin embargo, la TNRE sobreestima la tasa de prefiez y no
se analizan otros factores que pueden influir sobre esta variable. Por otro lado, los
actuales sistemas intensivos de produccion utilizan tecnologias como la
administracion de somatotropina bovina y el aumento en el nimero de ordefios al
dia, cuya interaccion con el efecto del estrés calorico en la reproduccion tampoco

se ha estimado.

Los objetivos del estudio fueron estimar el efecto de la temperatura y humedad del
ambiente y su interaccién con el nivel de produccion lactea, con la paridad, con el
numero de ordefos y con el uso de la somatotropina bovina sobre la tasa de
gestacion; y determinar la asociacion de ésta ultima con el indice temperatura —
humedad promedio del mes, en siete hatos comerciales de produccion intensiva

en el estado de Aguascalientes.

MATERIALES Y METODOS

Registro y calculo de las variables climaticas

Durante el periodo de estudio, en los afos de 1999 y 2000, se obtuvo la
informacion climatica de los registros diarios de temperatura ambiente (° C) vy la

humedad relativa (HR) de la estacion de la Comision Nacional del Agua de
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Aguascalientes, ubicada a menos 30 Km de los hatos lecheros en estudio. La
temperatura ambiente se transformo a grados Fahrenheit (° F). Se calculé el indice
temperatura — humedad (THI) de acuerdo a lo establecido por Ingraham et al.

(1975), mediante la siguiente ecuacion:
THI=°F - (0.55 - ((HR / 100) x 0.55)) * (° F — 58))

Caracteristicas generales de los hatos lecheros

La cuenca lechera de Aguascalientes se encuentra dentro de una area de riego.
Los hatos lecheros estan ubicados en un radio menor a 30 km de distancia entre
ellos. Las siete unidades de produccion en estudio utilizan dos y tres ordefios al
dia y forman parte de una organizacion empresarial integrada hasta el proceso y
distribucion de los productos lacteos y sus derivados. Todas las expldtaciones en
estudio tenian sombra en los corrales y en el area del pesebre, ninguna tenia
metodos de mitigacion del calor adicionales. Las caracteristicas productivas
promedio de las vacas fueron: 2.4 + 1.5 partos, 3.2 + 2.7 servicios, 146.6 + 113.9
dias en leche y 8436.7 + 2326.7 | de produccion de leche estimada a 305 dias. Las
vacas en todas las explotaciones fueron alimentadas con una dieta integral de
acuerdo a su estado productivo. Los programas de manejo de medicina preventiva

y de reproduccion fueron similares.

Registro de la informacioén productiva

Se realizaron evaluaciones de campo con apoyo de un sistema de computo. Se
capturaron 20,606 registros de inseminacién artificial de vacas lactantes de la raza
Holstein, con intervalo al servicio mayor a 20 dias post-parto. Cada registro
contenia la siguiente informacién: nimero de la vaca; numero de parto (NP), fecha
del parto inmediato anterior, dia, mes (MS) y afio del servicio, niumero del servicio,
los dias en leche al momento del servicio (DEL), la produccién lactea estimada a
305 dias (PROD) de la lactancia en curso, resultado del diagnéstico de gestacion
del servicio, si la vaca estaba o no en un programa de administracion de

somatotropina bovina (BST) para incrementar y mantener la persistencia de
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produccion y de informacion general del hato, como: el nimero de ordenos

(NORD) y numero de vacas.

La produccion de leche estimada a 305 dias de las vacas se agrupo en tres
niveles (PL):

PL1. Menor de 7,000 | (n = 3592).

PL2. Entre 7,000 y 8,500 | (n = 3515).

PL3. Mayor a 8,500 | (n = 7895).

El indice temperatura — humedad registrado en el dia del servicio (THIS) fue
subclasificado en cinco grupos:

1. Menora 72 (n = 5621).

2. Entre 72 y 73.9 (n = 2524).

3. Entre 74 y 75.9 (n = 3737).

4. Entre 76 y 77.9 (n = 3814).

5. Mayor a 78 (n = 4910).

El nimero de parto en las vacas se subclasifico en:
1. Vacas de primer parto (n = 7540).
2. Vacas con dos partos (n = 5072).

3. Vacas con tres o mas partos (n = 7994).

El nimero de ordefios por dia:
1. Dos ordenos (n = 4760).
2. Tres ordefos (n = 15846).

El tamarfio del hato lechero (NVIE):

1. Hatos con mas de 1000 vacas (n = 8660).

2. Hatos con menos de 1000 vacas (n = 11946).
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Analisis de la informacion
La variable evaluada fue la tasa de gestacion (GEST). El modelo general al que se

atribuyo el total de la variacion fue:
Ymijk! = pt B m T o] m * MS i T NPJ *MS x NP it BST o BST x MS kTt b1(d€| - pdel) 3 E(rmjk}l

Donde:

Ymij = €s la variable de respuesta de la I-ésima observacion, de la k-ésima
administracion de somatotropina bovina, del j-ésimo numero de parto y del i-ésimo
mes de servicio.

J = es la media general.

B = es el efecto de afio de servicio hato lechero.

5 m = es el error de restriccion, NID (0, o 2,).

MS ; = es el efecto del i-esimo mes de servicio (1...12).

NP ; = es el efecto del j-€simo numero de parto (1,2,3).

MS x NP j = es el efecto de la interaccion de i-ésimo mes de servicio con el j-
€simo numero de parto.

BST = es el efecto del k-esimo programa de administraciéon de somatotropina
bovina (0,1).
MS x BST i = es el efecto de la interaccion del i-ésimo mes de servicio con el k-

3

eésimo programa de administracion de BST.
bi(del - pee) = €S el efecto de la covariable de los dias en leche al momento del
servicio en su forma lineal.

Emiky = es el error NID (0, o %,).

En analisis preliminares las fuentes de variacibn que no fueron significativas

fueron removidas.

Se realiz6 un segundo analisis para evaluar el efecto de interaccion del MS con los
diferentes niveles de produccion (PL) sobre la tasa de gestacion. EI modelo al cual

se atribuy6 la variacion fue:
Yixk=H+B+06+MS;+PL;+MSxPL;+ by(del - yge)) + Egijk
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Donde:

Yijk = es la variable de respuesta de la k-ésima observacion, del j-ésimo nivel de
produccion lactea y el i-€simo mes de servicio.

M = es la media general.

B, = es el efecto de ano de servicio hato lechero.

5, = es el error de restriccion, NID (0, o %e).

MS ; = es el efecto de i-ésimo mes de servicio (1..12)

PL ;= es el efecto del j-ésimo nivel de produccion (1,2,3).

MS x PL j = es el efecto de la interaccion de i-ésimo mes de servicio con el j-ésimo
nivel de produccion.

bi(del - pee) = €s el efecto de la covariable de los dias en leche al momento del
servicio en su forma lineal

Eqjk = es el error NID (0, o %¢).

Para evaluar el efecto de interaccion del THIS con los efectos de paridad, el
numero de ordenos y la aplicacion o no de somatotropina bovina sobre la tasa de

gestacion, se realizé un analisis cuyo modelo al que se atribuy6 la variacién fue:

Ymigin =H + By + O (my + THIS j + NP j + THIS x NP j + BST x+ THIS x BST x + NORD | + by(del - Hge) + Emigin
Donde:

Ymixin = €s la variable de respuesta de la n-ésima observacion, del |-€simo ordefio,
del k-ésimo programa de administracion de somatotropina bovina, el j-ésimo
numero de parto y el i-ésimo indice temperatura — humedad en el dia de servicio.

J = es la media general.

B » = es el efecto de afo de servicio hato lechero.

5 m = es el error de restriccion, NID (0, o %,).

THIS ; = es el efecto del i-ésimo nivel del THIS (1,2,3,4,5).

NP ; = es el j-ésimo numero de parto (1,2,3).

THIS x NP j = es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de THIS con el j-
ésimo numero de parto.

BST « = es el efecto del k-ésimo programa de administracién de BST (0,1).
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THIS x BST i = es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel de THIS con el k-
ésimo programa de administracion de BST.

NORD | = es el efecto del |I-ésimo ordefo (2,3).

bi(del - ueer) = €S €l efecto de la covariable de los dias en leche en su forma lineal.

Emikyn = s el error NID (0, 0 2).

Para evaluar los factores que modifican la produccién de leche estimada a 305

dias, el modelo al cual se le atribuyd la variacién fue:

Yijkl=l-| + NP + BSTJ + NORD ,+ E(ijk}l

Donde:

Yix = es la variable de respuesta de la |-€sima observacion, del k-€simo numero
de ordefia, del j-ésimo programa de administracion de somatotropina bovina y el i-
eésimo numero de parto.

M = es la media general.

NP i = es el i-ésimo numero de parto (1,2,3).

BST ; = es el efecto del j-€simo programa de administracion de somatotropina
bovina (0,1).

NORD g = es el efecto del k-ésimo numero de ordenos (2,3).

Egj = es el error NID (0, 0 ).

Para evaluar la GEST y la PROD se realizaron analisis de varianza donde el
efecto principal fue NVIE. Se realiz6 un analisis de regresion para determinar la
relacion entre las medias minimo cuadraticas de |la tasa de gestacién mensual y el
indice temperatura — humedad promedio del mes. Los datos se analizaron por el

meétodo de minimos cuadrados por el procedimiento de GLM de SAS (SAS, 1988).
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RESULTADOS

La Grafica 1 muestra una relacion lineal negativa entre la tasa de gestacion y la
media mensual de THI (P<0.01), cuya ecuacion tuvo un coeficiente de
determinacién (R?) de 0.786. Por cada unidad de cambio de THI, la GEST se
modifica en 1.03 %. La GEST se redujo en los meses de mayo a septiembre,
cuyos valores fueron inferiores a lo observado en los meses de octubre (P<0.05) y

de noviembre a abril (P<0.01).

En el Cuadro 1 se observa que las vacas expuestas a THIS mayor a 74 tuvieron
una menor GEST (P<0.01). La depresion de la GEST se acentio cuando el THIS
fue superior a 76 (P<0.01). Las vacas primiparas mostraron mayor GEST, que las
vacas de dos o mas partos (P<0.01). En las vacas con tres ordefios al dia la GEST
fue menor que en aquellas con dos ordenos (P<0.01). Las vacas con PROD
mayor a 8,500 | mostraron menor GEST (P<0.01). La GEST en hatos con menos
de 1000 vacas fue mayor que la de los hatos mas grandes (P<0.01). Los efectos
de administracion de BST y de las interacciones del THIS con NP, BST y NORD
no fueron significativos sobre GEST (P>0.05).

La Grafica 2 muestra una reduccion de la GEST en los meses de mayo a
septiembre, que afectd por igual a las vacas de todos los niveles de PROD. Sin
embargo, las vacas con PROD superior a 8,500 | tuvieron menor GEST en los
meses de enero, octubre (P<0.05), noviembre y diciembre (P<0.01), que las vacas
con PROD menor a 7,000 I. En el mes de diciembre, la GEST de las vacas con
mayor nivel de PROD también fue inferior a lo observado en las vacas con PROD
entre 7,000 y 8,500 | (P<0.05).

La interaccion entre THIS y nivel de PROD sobre la GEST se muestra en la
Gréfica 3. Las vacas con mayor PROD tuvieron una menor GEST aun a valores de
THIS que no afectaron la GEST de los otros dos grupos (P<0.01); la reduccion de
la GEST en estas vacas fue evidente a THIS mayores a 76 (P<0.01). En las vacas

con producciones de 8,500 | o menores, la reduccion de la GEST fue significativa



cuando se sirvieron a THIS con valores de 74 o mayores (P<0.01). A valores de
THIS de 74 o mas, la GEST fue igual para los diferentes grupos de PROD
(P>0.0%).

En el Cuadro 2 se observa que las vacas con dos o mas partos, las que recibieron
somatotropina bovina, las sujetas a tres ordefios al dia y las de hatos con 1000 6

mas vacas tuvieron una mayor PROD (P<0.01).

DISCUSION

Uno de los objetivos principales de este estudio fue generar informacion especifica
para una dinamica e importante cuenca lechera de México, donde se valoré la
magnitud de la depresion de la tasa de gestacion asociada con cambios en el
indice temperatura — humedad, cuya fluctuacion promedio mensual fue de 12
puntos entre los meses del afno. El efecto detrimental del estrés caldrico sobre la
tasa de gestacion era esperado, y demuestra que el clima es una variable de
importancia que afecta a las vacas lecheras de regiones aridas y semi-aridas de
México. Esto se ha documentado previamente en otros estudios realizados en
sistemas intensivos de produccion de leche en vacas Holstein (Avendaro et al.,
1990; Fernandez, 1997). Sin embargo, esos estudios han sido realizados en un
solo hato (Avendano et al., 1990) o son medias generales de la fertilidad
registrada en varias explotaciones de una regiéon (Fernandez et al., 1997) sin que

la informacion se haya ajustado a otros factores que pueden influir en la gestacion.

La reduccion del promedio mensual de 1.03 % de la gestaciéon por cada unidad de
incremento del THI promedio del mes, coincide con lo informado por Ravagnolo y
Misztal (2002) en cuanto a tendencia, aunque los valores absolutos observados
por ellos sean menores (0.5 % de no retorno al estro a 45 dias por unidad de
incremento de THI), la diferencia estriba, probablemente, en que en su caso el THI
esta referido al del dia del servicio de cada vaca y su variable de respuesta es no
retorno al estro, que es menos precisa como estimador de la fertilidad que la tasa

de gestacion. La reduccion de la gestacion en las vacas expuestas a un THIS



superior a 74 fue evidente, por lo que parece que la GEST se ve poco afectada
hasta alrededor de este nivel de estrés calorico. Cuando el THIS alcanzé un nivel
superior a 76 la reduccion de la GEST de las vacas se agudizd, incluso en
aquellas con producciones mayores a 8,500 |, que por su menor GEST en general,
no habian experimentado cambios con THIS menores a 76. Varios estudios han
demostrado que cuando las condiciones de confort de los animales para tener una
fertilidad adecuada no habian sido cubiertas, y se expusieron a temperatura y
humedad ambiental elevadas dos dias antes del servicio (Ingraham et al., 1975) y
al momento del servicio (Cartmill et al., 2001; Ravagnolo y Misztal, 2002) se
afectaron la tasa de fertilizacion y el desarrollo embrionario. Al respecto, se ha
descrito que el estrés calérico afecta el desarrollo final del foliculo ovulatorio y la
maduracion y competencia del ovocito, que repercuten negativamente en la tasa
de fertilizacion y en la sobrevivencia embrionaria temprana (Putney et al., 1989;
Sartori et al., 2002) y tardia (Cartmill et al., 2001).

A pesar de no haberse observado diferencias en la GEST debida a los distintos
niveles de PROD en los meses calurosos y con THIS superiores a 74, la
recuperacion de la tasa de GEST observada antes del inicio del estrés calérico, se
alcanzo en forma mas tardia en las vacas con PROD mayor a los 8,500 I. Por otra
parte, es importante destacar que los niveles de GEST de las vacas altas
productoras fue inferior en todos los rangos de THIS estudiados, con o sin estrés
caldrico, lo que permite inferir que el estrés fisiologico vinculado al nivel de
produccién es un factor de gran importancia y que hace mas sensibles a las vacas
al estrés caldrico, cuyo efecto se acarrea por varios meses, lo que impide la
recuperacion de los niveles de GEST en el otofio y el invierno temprano en vacas

con mayor PROD.

La lenta recuperacién de la GEST en las vacas con mayor nivel de PROD puede
estar relacionado a un efecto retrasado del calor del verano sobre el desarrollo y la
calidad folicular y del ovocito, la funcién lutea, el desarrollo del embrion y el

ambiente uterino que juegan un papel importante en la fertilidad de las vacas
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lecheras durante el verano y el otono. Se ha observado en vacas Holstein
lactantes (Roth et al., 2001a) y no lactantes (Guzeloglu et al., 2001) expuestas a
estrés calorico durante el verano (Roth et al., 2001a) o en un ciclo folicular
(Guzeloglu et al., 2001) un incremento de foliculos no saludables (Guzeloglu et al.,
2001), una menor calidad morfolégica del cimulo ovigero y una reduccion en el
desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocito (Roth et al., 2001a). El dafio
causado a los foliculos se ha demostrado, ya que la induccion del recambio
acelerado de foliculos, mediante tratamientos repetidos con factor liberador de las
gonadotropinas y la aspiraron frecuente de los foliculos mayores de 5 mm
(Guzeloglu et al., 2001) y entre 3 y 7 mm (Roth et al., 2001a) durante varios ciclos
estrales, disip6 el efecto detrimental del estrés calorico sobre el desarrollo folicular,
reduciendo el grupo de foliculos danados y permitiendo el reclutamiento de
foliculos saludables, lo que mejoré la calidad del cimulo ovigero y del desarrollo
embrionario hasta el estadio de blastocito, en un periodo mas corto, que lo

observado en el grupo de vacas no tratadas.

No se sabe el mecanismo exacto por el cual el estrés calorico puede afectar a los
foliculos y a los ovocitos, pero se ha descrito que se produce un dafo en la
comunicacion intercelular entre las células de la granulosa, del cumulo y del
ovocito (Roth et al., 2001b; Al-Katanani et al, 2002), se afecta la competencia del
ovocito para ser fertilizado (Al-Katanani et al., 2002; Sartori et al., 2002), se altera
el contenido proteico (Ambrose et al., 1999) y la viabilidad de las células de la
granulosa y de las de la teca interna y se producen cambios en la
esteroidogénesis (Wolfenson et al., 1993; Wolfenson et al., 1997; Roth et al.,
2001b). Por lo tanto, algunos foliculos pudieran ser afectados aun antes de su
reclutamiento, lo que se traduce en la prolongacién de los efectos del estrés

térmico aun a los meses con condiciones mas confortables.
Se ha descrito que la intensificacion de los sistemas de produccion de leche han

contribuido a la declinacion de la fertilidad. Se ha estimado en el transcurso de los

ultimos 25 anos una reduccion anual entre 0.5 y 1 % de la fertilidad del primer
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servicio en las vacas en sistemas intensivos (Butler, 1998; Roche et al., 2000;
Royal el al., 2000). El presente estudio coincide con las mismas tendencias
observadas en estudios realizados recientemente en vacas Holstein, en los que se
determind que la magnitud de la depresion de la tasa de no retorno al estro
(TNRE) a 45 y 90 dias del primer servicio en los meses calurosos del afo, fue mas
acentuado en las vacas con mayor produccion (Al-Katanani et al., 1999;
Ravagnolo y Misztal, 2002). Asi mismo, la magnitud de la reduccion de la GEST
en los meses calurosos del ano tuvo un rango entre 29 y 33 %, comparados con el
mes con mayor GEST; siendo estos valores inferiores en cuanto a depresién de la
TNRE (alrededor del 90 %) observado por Alkatanani et al. (1999) en vacas altas
productoras. Por su parte, Ravagnolo y Misztal (2002) describen una pérdida de
alrededor de 16 % de TNRE a 45 dias a partir del punto mas alto de la TNRE. Las
diferencias cuantitativas pueden deberse a que los parametros evaluados son
distintos, al igual que el rango de valores de THI que fue mas amplio en el trabajo

de esos autores.

La administracion de somatotropina bovina (BST) es una practica ampliamente
usada para incrementar la produccion de leche en los sistemas intensivos de
México. Las vacas que se mantuvieron bajo un régimen de administracion de BST
cada 12 o 14 d no mostraron efecto alguno de la BST ni de su interaccion con el
THIS sobre la tasa de gestacion. Algunos estudios indican que vacas tratadas con
BST en el dia del servicio y en el 10° dia del ciclo, experimentan incrementos de la
tasa de prenez (Mendoza, 2000; Morales-Roura et al., 2001), de la sobrevivencia
de los embriones recuperados y de la tasa de prefiez de vacas receptoras
(Moreira et al., 2000; Moreira et al., 2001; Moreira et al., 2002). En esos estudios,
la aplicacion de BST fue programada con relacion al dia del servicio en animales
experimentales, en tanto que en el trabajo motivo de esta comunicacion, la
administracion de BST fue como se usa comercialmente, en funciéon del progreso

de la lactancia, sin tomar en consideracion el dia del servicio.
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El incremento del nimero de ordefas y del tamano del hato tienen un efecto sobre
la reproduccion de las vacas, probablemente porque en estas condiciones
aumenta el grado de dificultad para cumplir adecuadamente con practicas
rutinarias como la observacion de calores, y otras de control sanitario y

reproductivo (Lucy et al., 2001).

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Una menor fertilidad en las épocas calidas del afno, independientemente de un alto
riesgo de eliminacion de las vacas, implica por una parte, que haya estacionalidad
en la paricion y en la produccién de leche, con mayor frecuencia de partos en los
meses de verano y otono del siguiente ciclo productivo. El incremento de la
produccion concurre al mercado cuando existe una mayor oferta de leche al
agregarse la proveniente de sistemas estacionales y de doble proposito, lo que

reduce el precio del producto y dificulta su comercializacion.

En la cuenca lechera de Aguascalientes se ha dado un incremento importante en
la produccion lactea, cada vez con un mayor numero de vacas por hato y grado de
tecnificacion; por lo que el impacto del estrés caldrico en la produccién y la
reproduccion animal seguira siendo un problema no resuelto y vigente, que sera
cada vez mas importante. La gran mayoria de los hatos de esta cuenca lechera se
caracterizan por no tener sistemas para mitigar el calor, excepto sombras en los
corrales, comederos y areas de espera, por lo que es recomendable incluir
sistemas adicionales de enfriamiento como ventiladores, aspersores vy
nebulizadores, que han demostrado efectos benéficos en la produccién y la
reproduccion. Otra alternativa que resulta conveniente explorar para mejorar la
fertiidad de las vacas durante el verano y el otofio, es la inducciéon por medios
artificiales del recambio folicular acelerado que permita el reclutamiento de

foliculos mas saludables.
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GRAFICA 1

Relacion entre las medias minimo cuadraticas de la tasa de gestacion, y la media
mensual del indice temperatura — humedad (THI) registradas a través del afio en
sistemas intensivos de produccion de leche del estado de Aguascalientes
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GRAFICA 2
Efecto de interaccion del nivel de produccion de leche estimada a 305 dias y el
mes de servicio sobre la tasa de gestacién en vacas Holstein de sistemas
intensivos de produccién de leche del estado de Aguascalientes

—&— Menor a 7000 Its
—@— 7000 a 8500 Its

% de Gestacion
—&— Mayor a 8500 Its |

43
41
39 |
=
35
33
31
29
27 =
25

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Meses del Ano

a l Indica diferencia significativa entre los datos en circulo dentro del mismo mes (P<0.05).
- En el mes de diciembre, los puntos en circulo entre los dos niveles de mayor PROD,
indica una diferencia entre estos (P<0.05)

b l Indica diferencia significativa entre los datos en circulo dentro del mismo mes (P<0.01).
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GRAFICA 3
Relacion de la tasa de gestacion y del indice temperatura — humedad en los
diferentes niveles de produccién lactea de vacas Holstein en Aguascalientes
—o— Menores de 7000 Its

—@8— 7000 a 8499 Its
% Gestacion —8— Mayores de 8500

M

39

37

35

33

31

29

27 — —

25
Menora 72 72a73.9 74a75.9 76a77.9 Mayora 78

iNDICE TEMPERATURA - HUMEDAD

a l Indica diferencia entre los valores en circulo dentro del mismo rango de THI (P<0.05)

b l Indica diferencia entre los valores en circulo dentro del mismo rango de THI (P<0.1)
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CUADRO 1. Efecto del indice temperatura — humedad en el dia del servicio
(THIS), numero de parto, la administracion o no de somatotropina bovina, el
numero de ordenos, el nivel de produccion lactea, y el tamafo del hato lechero
sobre la tasa de gestacion en vacas Holstein en produccion en Aguascalientes

THIS n % GESTACION

Menor a 72 5621 39.4a
72a73.9 2524 38.5 ab
74a75.9 3737 369b
76a77.9 3814 329
Mayor a 78 4910 31.6¢c

Numero de Parto
1 7540 38.2d
2 5072 36.4e
3 o mas 7994 IZT1

Somatotropina bovina
No 11166 35.2a
Si 9440 36.4 a
Numero de ordenos

2 4760 37338
! 15846 343b

PROD lactea (l)
Menor de 7,000 3592 344 a
7,000 a 8,500 3515 334a
Mayor de 8,500 7895 31.7b

Tamano del hato
Menor a 1000 vacas 8660 358 a
1000 vacas o mas 11946 33.9b

a, b, ¢ / Distintas literales por columna dentro del mismo efecto principal (P<0.01).
d, e / Distintas literales por columna dentro del mismo efecto principal (P<0.05)
d, e vs f / Distintas literales por columna dentro del mismo efecto principal (P<0.01
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CUADRO 2. Medias minimo cuadraticas de la produccion estimada de leche a 305
dias para los efectos del nimero de partos, la administracion o no de
somatotropina bovina, el numero de ordefos, y el tamafno del hato en vacas
Holstein de sistemas intensivos de produccién en Aguascalientes

Numero de Parto n X +e.e.
1 5547 | 79454 +389a
2 3667 | 8374.2+435b
3 o mas 5788 | 8409.7+349b

Somatotropina Bovina
NO 8047 | 8051.5+289a
Si 6955 | 8434.7+40.1b
Numero de Orderos
Dos ordenos 2245 | 79274 +53.3 a
Tres ordefios 12757 | 8558.8 +20.7 b
Nuamero de vacas por hato

Menor a 1000 vacas 5617 | 7772.7 £30.2 a
1000 vacas o0 mas 9385 | 8834.1+234b

a, b, c/ Distintas literales por columna dentro de cada efecto principal (P<0.01).
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CAPITULO 5
EFECTOS DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA FERTILIZACION,
DESARROLLO Y CALIDAD EMBRIONARIA EN VACAS HOLSTEIN

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar en dos épocas de coleccion embrionaria con o
sin estrés calérico la respuesta superovulatoria, la producciéon de embriones vy
ovulos y las caracteristicas de calidad de los mismos en vacas Holstein
superovuladas en el altiplano centro-norte de México. Se emplearon 42 vacas con
una produccién de 10,756.4 + 443.8 | de leche estimada a 305 dias (P305D) y
111.4 £ 6.7 dias en leche. La superovulacion se realizé con 400 mg de hormona
foliculo estimulante en dosis decrecientes en dos épocas de coleccion
embrionaria: 1. Templada y 2. Calida. Al séptimo dia post-servicio los embriones
fueron recuperados del utero. La respuesta superovulatoria y las variables de
produccion y calidad embrionaria se analizaron por medio de una prueba de ji-
cuadrada, donde el efecto principal fue la época de coleccion. Los dias en leche,
la condicion fisica corporal y la paridad de las vacas fueron similares entre épocas
(P>0.05). Mientras que la P305D y el peso inicial de las vacas fueron superiores
en la época de coleccion templada (P<0.05). La respuesta superovulatoria (85.1%)
y la tasa de fertilizacion (76.2%) fueron similares entre épocas (P>0.05). En la
época templada se obtuvo una mayor tasa de coleccidon embrionaria y évulos
(89.3%) y de embriones (59.8%), que lo observado en la época calida (53.6 y
40.1%, P<0.01). Se colecté un mayor numero de embriones y 6vulos (10.6), de
embriones (7.4) y de ovulos (3.1) por vaca en la época templada, que lo
observado en las de época calida (6.1, 4.4 y 1.6, P<0.01). Durante la época calida
se tuvo un mayor porcentaje de vacas en las que se colectaron de 0 a 2
embriones y ovulos (36.8%) y de 0 a 1 o6vulos (73.7%) que en las de la época
templada (11.8%, 47.1%, P<0.01). Los embriones que fueron congelados en la
época templada presentaron una mejor calidad (1.35) que la observada en la
calida (1.59) (P<0.01). La calidad mejordé conforme se desarrollo el embrion de
morula (1.66) a blastocito expandido (1.08) (P<0.01). Los embriones congelados
de estadio de moérula (1.9, P<0.01) y blastocito temprano (1.88, P<0.11) de la
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época calida fueron de menor calidad, que la observada en los de la época
templada (1.42, 1.57). En la época calida se presentd una menor coleccién de
embriones y ovulos y uan menor calidad embrionaria, que podria estar relacionada
con la presencia de una mayor tasa de anovulacion y con la posible formacion de
foliculos luteinizados y con un posible retraso del desarrollo del embrién por efecto

del estrés calorico durante su desarrollo hasta el dia de la coleccion.

INTRODUCCION

La subfertilidad se ha definido como una condicién que impide el establecimiento
de la prefiez después de haberse completado la involucion uterina. Se sabe que
esta caracteristica es afectada por una gran cantidad de factores ambientales,
infecciosos y productivos (Scott et al., 1999; Grohn y Rajala, 2000). Una de las
herramientas utilizadas para investigar los eventos relacionados con la fertilidad ha
sido la superovulacion, la coleccion y transferencia embrionaria. La menor
producciéon de embriones transferibles en vacas superovuladas esta asociada a
una menor respuesta superovulatoria, a una menor tasa de fertilizacion y a un
menor desarrollo y calidad del embrion, las cuales pueden ser afectadas por el

estrés caldrico (Hansen et al., 2000).

En estudios realizados en vaquillas Holstein superovuladas expuestas a estrés
calorico al inicio del estro (Putney et al., 1989 a), y en vacas Holstein
superovuladas de 6 a 7 meses de lactancia (Monty y Racowsky, 1987) se observo
un decremento de la fertilizacion y en el desarrollo embrionario, que las vacas no
sometidas a un estrés calorico. Sin embargo, en vaquillas Holstein superovuladas
en condiciones de estrés calérico provistas de sombra, no se afectd la tasa de
fertilizacion, ni el porcentaje de embriones transferibles al 7° dia de edad del
embrion (Putney et al., 1989 c). En vacas no superovuladas, con un promedio de
110 dias en leche y con suficiente tecnologia para aminorar el estrés calorico,
tampoco se encontré un efecto del calor ambiental sobre la tasa de fertilizacion
(Ryan et al., 1993). Las investigaciones que se derivan de esta informacion, se ha

obtenido fundamentalmente de estudios en condiciones climaticas artificiales, en
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muchas ocasiones aplicados en forma aguda en vaquillas (Putney et al., 1989 a;
Putney et al., 1989 c), de vacas no sujetas a estres fisiologico en el pico de su
lactancia (Monty y Racowsky, 1987; Putney et al., 1989 b) y de vacas lactantes no

superovuladas (Ryan et al., 1993).

La fertilizacion y las primeras divisiones del embrion in vitro, de ovocitos
colectados de vacas Holstein expuestas a estrés calérico durante el verano, no
fueron afectadas. Sin embargo, el porcentaje de embriones que se desarrollaron
hasta el estadio de blastocito fue menor cuando los ovocitos provenian de vacas
estresadas (Al-Katanani et al.,, 2002). En otro estudio realizado in_vitro, la
exposicion de ovocitos a estrés calérico no afectd la tasa de fertilizacién, mientras
que los embriones sujetos a patrones de temperatura similares al experimentado
en vacas lactantes durante los dias de verano, durante 24 h (de 52 a 84 h post-
inseminacion) no afecté el desarrollo embrionario a blastocito. Pero cuando estos
patrones se prolongan durante ocho dias post-inseminacion, el porcentaje de
desarrollo al estadio de blastocito fue menor que en los testigos (Rivera y Hansen,
2001).

Otro aspecto destacado en los Gltimos afios es que la sensibilidad del embrion al
estrés calorico es variable, que depende de la adaptabilidad de cada raza bovina a
esa condicion. Se ha observado en embriones desarrollados in vitro provenientes
de razas Bos indicus y de Bos taurus adaptadas al tropico, una mayor tolerancia al
estrés caldrico que los de razas Bos taurus adaptadas a climas templados, lo que
indica la existencia de un factor intrinseco del ovocito que podria explicar estas
diferencias (Rocha et al., 1998; Hernandez et al., 2004).

Con la finalidad de determinar los efectos de estrés calérico estacional sobre la
respuesta superovulatoria, la tasa de fertilizacion in vivo y el desarrollo
embrionario hasta su coleccion del utero, se disend este experimento con vacas
Holstein en condiciones comerciales de produccion intensiva durante la etapa mas

alta de produccion.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y clima

El estudio se realizo en dos hatos comerciales de vacas Holstein en produccion
intensiva de leche. Las épocas de superovulacion y de coleccion embrionaria
(EPQ) fueron:

1. Epoca templada (ETEM).
a. Inicio de la superovulacién el 5 de febrero y coleccion embrionaria el 17 de
febrero (n = 10).
b. Inicio de la superovulacién el 12 de marzo y coleccion embrionaria el 24 de

marzo (n = 10)

2. Epoca calida (ECAL).
a. Inicio de la superovulacion el 21 de mayo y coleccion embrionaria el 2 de
junio (n = 10)
b. Inicio de la superovulacién el 2 de julio y coleccién embrionaria el 14 de julio
(n=12).

Se registraron las variables climaticas de temperatura ambiente (° C) y humedad
relativa (%) con lo que fue calculado el indice temperatura — humedad (THI),
conforme a lo descrito en la literatura (Ingraham et al., 1975). En el Cuadro 1 se
resumen los valores registrados en las épocas de estudio. Se observa que las

variables climaticas y el THI fueron diferentes entre épocas (P<0.01).

CUADRO 1. Temperatura ambiente, humedad relativa e indice temperatura —
humedad (THI) registrados durante el periodo de coleccion embrionaria: época
templada (9 al 17 de febrero / 2001 y del 12 al 24 de marzo / 2001) y calida (21 de
mayo al 2 de junio / 2001 y del 2 al 14 de julio / 2001) en Aguascalientes, México
Epoca Templada Epoca Calida
X+e.e. Rango X+e.e. Rango
Temperatura maxima, ° C| 256 +0.35a |23.2a28.1| 295+0.36b |264a327
Temperatura minima, ° C| 57 +0.47 a 1.3a80 [ 124+048b | 7.8a16.4
Humedad relativa, % | 33.1 +340a [13.7a56.2| 527 +3.49b [30.5a70.2
THI| 705+£03a |68.7a724| 780+03b [759a816
a,b / Distintas literales por rengldn indican diferencia significativa (P<0.01).
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Animales experimentales

De cada vaca donadora de embriones se registraron las siguientes variables
productivas: la produccion lactea estimada (P305D), los dias en leche (DEL), la
condicion fisica corporal (CFl), en una escala de 1 a 5, con una aproximacion de
0.25 (Ferguson et al., 1994), el peso corporal al inicio del estudio (PINIC) se
establecio a través del registro de la circunferencia toraxica y el numero de parto
(NP). En las dos épocas de estudio se emple6 un total de 42 vacas de la raza
Holstein, clinicamente sanas, con 111.4 £ 6.7 DEL y una P305D de 10,623.9 +
443.8. En el cuadro 2 se presentan las caracteristicas productivas de las vacas
donadoras de cada época evaluada. Se observa una similitud de condiciones
entre las vacas de ambos grupos en NP, DEL, la CFl y el intervalo del celo a la
coleccion embrionaria (P>0.05). La produccion lactea y el peso corporal en las
vacas de la época templada fueron superiores a lo observado en las vacas de la

época calida (P<0.01).

CUADRO 2. Variables productivas de las vacas donadoras al inicio de la
superovulacién en las dos épocas de coleccion embrionaria

Epoca Templada Epoca Calida
Variables N Xies. n X+ee.
Numero de Partos 20 2.53+026a 22 2.36 £0.24 a
Dias en Leche 20 101.7 £7.22 a 22 109.0 +6.8 a
Peso Corporal, kg 20| 6748+188a |22 | 612.2+17.8b
Condicion Fisica, (1-5) 20 3.32 + 007 a 22 3.39 +0.07 a
Produccion lactea estimada, | 20 | 11609.9+473.0a | 22 [9992.7 +4449b
Intervalo Celo — Coleccion 17 723+01a 19 7.20+0.1a

a,b / Distintas literales por renglon indican diferencia significativa (P<0.05).

Alimentacion

La alimentacion se proporciono seis veces al dia en forma de racion integral. Los
forrajes utilizados fueron ensilaje de maiz, rye grass verde y heno de alfalfa. El
concentrado estuvo formado por una mezcla comercial, semilla de algodén,
bagazo humedo de cerveceria, proteina no degradable en rumen (Soybest®,
Grain Staples Inc.) y grasa de sobrepaso (Megalac®, Rumen Bypass Fat, Arm &
Hammer Animal Nutrition Group). La relacion forraje concentrado fue de 35:65. La

composicién quimica de la dieta total en base seca fue: 1.79 Mcal de energia neta
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de lactancia / kg, 17.7% de proteina cruda, 37% de proteina no degradable, 19.6%
de fibra detergente acido, 35% de fibra detergente neutro, 7.1% de grasa y 31%

de carbohidratos no estructurales. Las vacas tuvieron libre acceso al agua.

Superovulacion e inseminacion artificial

Se registré la fecha y hora del estro prevido a la superovulacion, del cual se
revisaron los signos secundarios del estro, como la turgencia del utero y la
presencia de moco cervical limpio. La superovulacién se inicio entre el 9°y 11° dia
después del estro con la administracién total de 400 mg de hormona foliculo
estimulante en dosis decreciente (Folltropin — V, Vetrepharm Inc) cada 12 h
durante cuatro dias por via intramuscular. Al tercer dia se administraron 50 mg de
prostaglandina f2 alfa fraccionada en dos aplicaciones, una por la mafana y otra
por la tarde (Monty y Racowsky, 1987; Putney et al., 1989c). La deteccién del
estro se realizé en forma continua en ambas explotaciones lecheras con el apoyo
de detectores de monta que se activaban a la presion (Kamar, Kamar Inc.). Se
registré la hora y el dia de la aceptacion de la primera monta homosexual
detectada. La inseminacion artificial se realizd con semen descongelado a las 12 y

24 horas de detectada la primera monta homosexual.

Coleccion embrionaria

Al séptimo dia del primer servicio se realizd un examen tocoldgico y se
determinaron el niumero de cuerpos luteos presentes en ambos ovarios. Los
embriones fueron recuperados del utero como se describe en la literatura (Elsden,
1976), por un solo técnico calificado en forma no quirdrgica con una solucion
salina fosfatada con 0.4% de albimina sérica bovina, usando una sonda foley de
dos vias. El lavado de los cuernos uterinos pasé a través de un filtro de 75 uM, en
el cual quedo entre 15 y 25 ml del total del lavado uterino. El filtro fue lavado y
decantado en una caja de petri cuadriculada 100 x 10 para la busqueda de los

embriones y 6vulos a través de un microscopio estereoscopico.



Evaluacion embrionaria

Los embriones fueron evaluados a 40 y 50 X por un solo técnico a través de un
microscopio estereoscoépico, basados en el estado de desarrollo y los diferentes
grados de calidad del embrion (Linder y Wright, 1983). Los estadios de desarrollo
embrionario (EST) considerados fueron: évulo, embrion de 2 a 16 células, moérula
temprana, moérula compacta, blastocito temprano, blastocito maduro y blastocito

expandido.

Los factores que se tomaron en cuenta para la evaluacion de la calidad del
embrion fueron: el estado de desarrollo de acuerdo con la edad, el numero de
células, la compactacion celular, el color, blastémeros extruidos, regularidad de la
zona pelucida, presencia de restos celulares en el espacio perivitelino y de
vesiculas y necrosis celular. Con este criterio, los embriones se clasificaron en
cuatro grados de calidad: excelente, bueno, regular y no transferible. Se definieron
como embriones transferibles (ET) aquellos que tuvieron un estadio de desarrollo
de acuerdo al dia de la coleccion embrionaria y con un grado de calidad excelente,
bueno o regular. Los embriones procesados para su congelacion fueron aquellos
que tuvieron un grado de desarrollo de acuerdo al dia de la coleccién embrionaria
y una calidad excelente y buena. Los embriones Retrasados fueron aquellos que
no tuvieron el desarrollo de acuerdo al dia de la coleccion embrionaria y que

estuvieron entre los estadios de embriones de 2 a 16 células a mérula temprana.

Variables evaluadas

De cada vaca donadora y de cada época de coleccidn se evaluaron: el porcentaje
de vacas que respondieron al tratamiento superovulatorio (RSO), el numero de
cuerpos luteos detectados en el examen tocoldégico al momento de la colecciéon
embrionaria (NCL), la tasa de coleccién de embriones y évulos (TREO) (relacién
del nimero de embriones y ovulos colectados entre NCL), la tasa de coleccion
embrionaria (TRE) (relacion del numero de embriones entre el NCL), numero de
embriones y 6vulos (NEO), de embriones (NE) y de évulos (NO) colectados por

vaca y la tasa de fertilizacion (TFERT) (relacion del NE entre el NEO). Asi mismo,
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se evaluaron los estadios de desarrollo y la calidad de los embriones transferibles
y los que fueron sujetos a congelacion. Se evaluo la distribucién del numero de

embriones y évulos en ambas épocas de coleccion embrionaria.

Analisis estadistico

Las variables climaticas fueron analizadas a través de un analisis de varianza,
donde la variable independiente fue la EPO. Las caracteristicas productivas se
analizaron a través de un analisis de varianza con bloques al azar, donde la
variable independiente fue la EPO y el hato-periodo de muestreo se tomdé como
bloque. Las variables NCL, NEO, NE, NO, estadio y calidad de los embriones
transferibles y retrasados, la TFERT, TREO Y TRE vy la distribucion del nimero de
vacas superovuladas en relacién con el numero de embriones y évulos colectados
se analizaron por medio de una prueba de Ji-cuadrada donde el efecto principal
fue la EPO. Se evallo la calidad del embrién congelado con la interaccion de la
EPO con el EST a través de una prueba de Ji-cuadrada (SAS, 1988).

RESULTADOS

El Cuadro 3 muestra que el porcentaje de vacas que respondieron al tratamiento
superovulatorio y la tasa de fertilizacién fueron similares en ambas épocas de
colecciéon (P>0.05). En la época templada se tuvo una mayor tasa de recuperacion
de embriones y o6vulos que en la calida (P<0.01). El nimero de embriones vy
ovulos colectados por vaca donadora fue mayor en la época templada, que lo
observado en la época calida (P<0.01). El numero de cuerpos luteos detectados

en el dia de la coleccién fue similar en ambas épocas (P>0.05) (Cuadro 3).
En el Cuadro 4 se observa que en el porcentaje de embriones transferibles y
retrasados 'y en la calidad embrionaria no difirieron entre épocas de coleccidon

(P>0.05).

En las Graficas 1, 2 y 3 se muestran la distribucion del porcentaje de vacas de las

que se colectaron diferentes numeros de embriones y 6vulos, de embriones y de
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ovulos en ambas épocas. En la época calida se observdé un mayor porcentaje de
vacas en las que se colectaron de 0 a 2 embriones y 6vulos, y de 0 a 1 évulos,

que lo observado en las de la época templada (P<0.1).

Las Graficas 4 y 5 describen el efecto de la época sobre el grado de desarrollo de
los embriones colectados y su calidad, respectivamente. Los estadios de los
embriones colectados no fueron diferentes entre épocas (P>0.05). Por el grado de
calidad se observd una tendencia a obtener mas embriones excelentes en la
época templada, y en la época calida se tuvo un mayor porcentaje de embriones
buenos (P<0.1). La proporcidén de embriones de calidad pobre fue similar en

ambas épocas (P>0.05).

En las Graficas 6 y 7 se muestra la calidad de los embriones (1 = excelente; 2 =
bueno) seleccionados para ser congelados en las dos épocas de coleccion y por
efecto del estadio de desarrollo del embrion. Se observd una mejor calidad de los
embriones de la época templada que los de la calida (P<0.01). La calidad del
embrién mejora conforme avanza el desarrollo de moérula a blastocito expandido
(P<0.01). La grafica 8 contiene la informacion del efecto de interaccion entre el
estadio de desarrollo del embrion y la época de coleccion sobre la calidad del
mismo. En la época calida, en el estadio de mérula se observé una menor calidad
que la de los embriones de la época templada (P<0.01). La misma tendencia
ocurri6 en los blastocitos tempranos (P<0.11). Mientras que en los de mayor

desarrollo, la diferencia no fue perceptible (P>0.05).

DISCUSION

Las caractersticas similires de las variables productivas de las vacas en estudio en
las dos épocaws, el mismo proceso de superovulacion utilizando un solo lote de
FSH, y el hecho de que la coleccién embrionaria fue realizada por un solo
profesional calificado evitd que estas fuentes de variacion pudieran confundir las

variables de respuesta evaluadas.
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El hecho de que el porcentaje de vacas que respondieron a la superovulacion, la
tasa de fertilizacion y el porcentaje de embriones transferibles fueran similares en
ambas épocas de coleccion, indica que el estrés calorico no es un efecto
importante que afecte estas variables. Lo anterior coincide con lo informado en
otros estudios realizados en vaquillas superovuladas expuestas a temperatura
ambiente superior a 32.3 ° C en los primeros siete dias del desarrollo embrionario
(Putney et al.,, 1989 c¢) o cuando las vaquillas se mantuvieron en camaras
climaticas a temperaturas de 41 °C durante 10 h al inicio del estro (Putney et al.,
1989 a). En vacas Holstein en produccién no superovuladas de Arabia Saudita, la
tasa de fertilizacion ha sido similar entre la época calida y templada (Ryan et al.,
1993). En estudios in vitro, Al-Katanani et al. (2002) en vacas expuestas a estrés
calérico de verano no encontraron diferencia en la tasa de fertilizacion de ovocitos
colectados, en comparacion a lo observado en vacas mantenidas en condiciones

de confort térmico.

La diferencia observada en la coleccion de ovulos y embriones en relacion al
numero de cuerpos lUteos entre las épocas templada y calida (89.3 y 53.6 %, -
respectivamente) ha sido documentado en otros estudios, los que han atribuido en
vacas (Monty y Racowsky, 1987) y vaquillas Holstein (Putney et al., 1989 c)
superovuladas un efecto negativo del estrés calorico sobre la produccion de
embriones. Entre los mecanismos involucrados en la reduccion de la tasa de
colecciéon de embriones y ovulos se han considerado un aumento de foliculos
anovulatorios que se luteinizan (Bernal et al.,, 1999), alteraciones en el
funcionamiento de la fimbria para la captaciéon de los évulos (Ryan et al., 1993),
una posible degeneracion del ovocito en el oviducto, que interfiere con su
transporte normal (Ayalon et al., 1988) y una elevada respuesta superovulatoria

que impide la captacion de todos los embriones y 6vulos (Monniaux et al., 1983).
En trabajos que utilizaron modelos de fertilizacion in vitro se ha informado de

resultados similares. Al-Katanani et al. (2002) no encontraron diferencia en la tasa

de fertilizacion in vitro de ovocitos colectados de ovarios de vacas expuestas a
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estrés calorico del verano, en comparacion con los de ovarios de vacas
mantenidas en condiciones de confort térmico. En vacas Holstein en produccion
no superovuladas, la tasa de fertilizacion ha sido similar entre la época calida y la

templada en Arabia Saudita (Ryan et al., 1993).

En vacas Brahman superovuladas e inducidas a tener un hipotiroidismo se ha
observado una reduccion de los porcentajes de colecciéon y un incremento en el
numero de foliculos luteinizados, sin afectar la calidad de los embriones (Bernal et
al., 1999). Los autores discuten que en las épocas calidas, la maduracion folicular
y la ovulacion pueden ser afectadas en vacas con una menor concentracion de las
hormonas tiroideas, que puede interferir con la secrecién de la hormona
luteinizante o con la respuesta ovarica a esa hormona. En vacas con
hipotiroidismo, en el fluido folicular de los foliculos de todos los tamanos se ha
observado un aumento de la relacion progesterona : estradiol y una mayor
incidencia de foliculos anovulatorios (Burrow, 1978, Bernal et al.,, 1999). Las
hormonas tiroideas participan sinergicamente con las gonadotropinas y la insulina
para la esteroidogénesis folicular, en particular para la produccion de
androstenediona en las células tecales que es un importante precursor para la

sintesis de estradiol en las células de la granulosa (Spicer et al., 2001).

En el presente estudio, la disminucion de la tasa de coleccion de embriones y
ovulos y la mayor proporcion de vacas que produjeron de 0 a 2 embriones en la
época calida, pudo deberse a fallas en la ovulacion y existe la posibilidad de que
varios de los cuerpos liteos identificados en la época calida pudieron haber sido
foliculos luteinizados, donde posiblemente las hormonas tiroideas toman un papel
importante en las épocas calidas y en vacas con mayor produccion lactea, ya que
se ha encontrado en vacas lecheras una relacién negativa de las concentraciones
de tiroxina y triyodotironina con la produccion de leche (Tiirats, 1997) y con las

altas temperaturas ambientales (McGuire et al., 1991).
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La calidad y el desarrollo de los embriones transferibles no fueron afectados por la
época de coleccion calida. Estos resultados se asemejan a lo informado en vacas
lecheras superovuladas en el verano de Florida (Putney et al., 1989c). Sin
embargo, contrastan con estudios realizados en vaquillas Holstein expuestas a
estrés caldrico en camaras climaticas por 10 h al inicio del estro, antes de la
fertilizacion (Putney et al., 1989 a) y dutante los primeros siete dias del desarrollo
embrionario (Putney et al., 1989 b), en los que se observd un incrementd de la
tasa de embriones retrasados en su desarrollo y una reducion de la calidad de los
embriones. Incluso, en estudios in vitro con ovocitos colectados de vacas
expuestas al calor del verano durante 42 dias se observo este mismo efecto sobre
la calidad y el desarrollo de los embriones, lo que infiere un posible efecto de
acarreo del estrés calérico sobre la competencia del ovocito para que se de un

desarrollo embrionario adecuado (Al-Katanani et al., 2002).

Se ha decrito que quiza el estrés caldrico al que han sido expuestos in vitro los
ovocitos (Edwards y Hansen, 1996), los embriones (Aréchiga et al., 1992) y las
vacas en camaras climaticas (Putney et al., 1989 a; Putney et al., 1989 b) no
representa las condiciones reales de estrés calérico a que se exponen en
condiciones de campo, dadas las fluctuaciones a lo largo del dia. Sin embargo, se
ha demostrado en estudios in vitro que la exposicion de los embriones a
temperaturas similares a las que se registradan en las vacas en un dia de verano,
durante ocho dias consecutivos post-inseminacion, causo la reduccion del
porcentaje de embriones que llegaron al estadio de blastocito, lo que demuestra
que las temperaturas que se dan en las vacas durante el verano son suficientes

para afectar el desarrollo embrionario (Rivera y Hansen, 2001).

El hecho de que los embriones susceptibles a ser congelados de los estadios de
morula compacta y blastocito temprano hayan tenido una menor calidad en la
época de coleccion calida, y que independientemente de la presencia o no del
estrés calodrico se incremente la calidad del embrion conforme mas avanzado

estaba el desarrollo del embrion, permite inferir que los estadios de morula y
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blastocito temprano pudieran relacionarse con un proceso de retraso en el
desarrollo al dia de la coleccion y por ende la calidad fuera menor (Hasler et al.,
1987). Lo anterior, fue confirmado en otro estudio al no encontrar diferencias en
las proporciones de los estadios de embriones recuperados del Gtero por efecto de
estrés calorico. Sin embargo, estos mismos autores en embriones colectados de
época calida y cultivados in vitro observaron una marcada reduccion de la
capacidad de desarrollo de los embriones de mérula a blastocito, que lo observado
en los embriones de época fria (Monty y Racowsky, 1987). Por lo que no
necesariamente tendria que determinarse un efecto del estrés caldrico sobre el
desarrollo del embridn, si encontraramos solamente estadios de embriones
retrasados de 2 a 16 células en el 7° dia post-inseminacion, sino que también
puede darse una pérdida en la viabilidad y la capacidad de desarrollo del embrién

del estadio de morula a blastocito.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

La tasa de fertilizacion no fue afectada por el estrés calérico en las condiciones de
este estudio. Aunque el desarrollo embrionario no fue afectado por la época de
coleccion, la calidad de las moérulas y blastocitos tempranos colectados en la
época calida fueron menores. Las vacas de la época calida tuvieron una menor
tasa de coleccion de embriones y ovulos, en cuya época la proporcion de vacas

que tuvieron una colecta de 0 a 2 de embriones y 6vulos fue alta.

Estos resultados implican por una parte, que en las vacas de época calida se
puede presentar un porcentaje alto de anovulaciones, donde las hormonas
tiroideas podrian tener un papel importante. Lo anterior, seria una linea de
investigacion a seguir en vacas lecheras en condiciones de estrés calérico. Por
otra, que seria interesantee evaluar la calidad de los embriones de estadios de
morula o blastocito temprano producidos en las época calida, y que tanto este

posible retraso ésta época puede explicar una menor fertilidad durante el verano.



CUADRO 3. Efecto de la época de colecciéon embrionaria sobre el porcentaje de
vacas que respondieron a la superovulaciéon (RSO), la tasa de fertilizacion
(TFERT), las tasas de coleccion de embriones y évulos (TREQO) y embriones
(TRE), el numero de embriones y 6vulos (NEO), de embriones (NE) y de o6vulos
(NO) y el nimero de cuerpos luteos (NCL) en vacas Holstein

EPOCA TEMPLADA EPOCA CALIDA
VARIABLES| n n
RSO, %| 20 85.0a 22 86.3 a
TFERT, % | 17 724 a 19 80.0 a
TREO, % | 17 89.3a 19 93.6 b
TRE, %| 17 59.8 a 19 40.1b

NEO, n| 17 10.64 +1.47 a 19 6.10 #1.39b
NE, n| 17 7.47 £1.28 a 19 447 +1.21b
NO, n| 17 3.17+£0.77 a 19 1.63+0.72b

NCL, n| 17 11.94 +1.18 a 19 11.73+1.11a

a,b/ Distintas literales dentro del mismo renglén indica diferencia significativa (P<0.01)

CUADRO 4. Porcentaje de los embriones transferibles y retrasados, grado de
calidad de los embriones transferibles por efecto de época de coleccion
embrionaria

EPOCA TEMPLADA | EPOCA CALIDA
VARIABLES| n Xtde. n X +de.
Embriones transferibles, % | 127 85.0a 85 84.7 a
Calidad de embriones transferibles| 127 |2.09+0.09a | 85 | 210+£0.11 a
Embriones retrasados; % | 127 149 a 85 15.4 a
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GRAFICAS 1, 2 y 3. Distribucion del porcentaje de vacas en relacion al nimero de
embriones y 6vulos, embriones y ovulos colectados por vaca en las épocas de
coleccion embrionaria calida y templada en vacas Holstein
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GRAFICAS 4 y 5. Distribucion de los estadios de desarrollo y calidad de los
embriones colectados en épocas calidas y templadas en vacas Holstein
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GRAFICAS 6. Porcentaje de embriones buenos y excelentes
por efecto de epoca de coleccion calida y templada en vacas
Holstein
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GRAFICA 7. Porcentaje de embriones buenos y excelentes
por efecto de epoca de coleccién calida y templada en vacas
Holstein
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GRAFICA 8. Efecto de la interaccion de los diferentes estadios de desarrollo del
embrion congelado (MOR - morula; B.TEM - blastocito temprano; BLAS -
blastocito maduro y B.EXP. — blastocito expandido) con la época de coleccién
embrionaria (TEMP — templada y CAL — calida) en la proporcién de embriones
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CAPITULO 6
LA TASA DE GESTACION EN VACAS HOLSTEIN RECEPTORAS DE
EMBRIONES ES AFECTADA POR LAS CONDICIONES DE ESTRES
CALORICO DE LA EPOCA DE PRODUCCION DEL EMBRION Y POR LA DE
TRANSFERENCIA

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del estrés calérico de las épocas de
produccion del embrién y de su transferencia sobre la tasa de gestacion en vacas
receptoras de la raza Holstein. Se definieron las épocas (templada y calida) para
la produccién (P) y para la transferencia (T) de los embriones. La época templada
(ET) fue del 15 de enero al 27 de marzo y la calida (EC) del 1 de mayo al 17 de
agosto. Se congelaron 107 blastocitos y 25 mérulas, todos de calidad buena y
excelente. Las vacas receptoras tuvieron en promedio 9227 lts de leche estimada
a 305 dias (P305D) y 86 dias en leche. Los embriones colectados de cada época
fueron asignados al azar para su transferencia en.las dos épocas de transferencia
descritas. Con lo que se formaron cuatro grupos: 1. Produccion del embrién en
época templada (PT) — transferencia del embrién en época templada (TT) (n = 26).
2. PT - transferencia del embrién en época calida (TC) (n = 25). 3. Produccion del
embrion en época calida (PC) =TT (n = 28). 4. PC —TC (n =28). El porcentaje de
gestacion de las vacas receptoras se analizd por medio de un analisis de
covarianza con bloques al azar, donde las variables explicativas fueron las epocas
de produccion y de transferencia y su interaccion entre éstas, la calidad del
embrién (excelente o bueno) y como covariables se utilizaron la P305D y el tiempo
que toma la manipulacion para la transferencia (TTR). Como bloque fue utilizado
el hato de la receptora (H). Se observo efecto de la interaccion, donde la tasa de
gestacion de PT — TT (45 %) fue mayor a las observadas en PC — TC, 13.4 %
(P<0.01), PT-TC, 14.5 % (P<0.01) y PC =TT, 21.5 % (P<0.05). El efecto del TTR
tuvo un efecto lineal importante sobre la tasa de gestacion (P<0.08). Se tuvo un
mayor porcentaje de vacas receptoras gestantes cuando se les transfirid un

embrion de calidad excelente (30.3 %) que uno de calidad buena (16.8 %,
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P<0.11). Las vacas receptoras en la época de transferencia templada tuvieron una
mayor tasa de gestacion. En vacas receptoras en condiciones de confort la tasa
de gestacion se redujo mas del 50 % cuando los embriones transferidos fueron
obtenidos de vacas donadoras mantenidas en condiciones de estrés calorico. La
transferencia de un embrion de calidad excelente incremento la tasa de gestacion

de las vacas receptoras, independientemente de la época de transferencia.

INTRODUCCION

A través de los anos se han determinado que la condicion fisica corporal, la
paridad, el estado productivo, el fin zootécnico del animal, el nivel de produccion
lactea de la vaca receptora (Dochi et al., 1998; Ambrose et al., 1999 a; Hasler,
2001; Chagas et el., 2002; Al-Katanani et al., 2002 a), el estadio y calidad del
embrion, la tasa de congelacién del embrién, la sincronia entre la edad del
embrién y los dias del ciclo estral de la vaca receptora (Dochi et al., 1998; Dalton
et al., 2000; Hasler, 2001; Spell et al., 2001), la region geografica, el técnico que
realiza la técnica de transferencia embrionaria, el tiempo de lleva depositar el
embrion en el utero desde el momento de la descongelacion del mismo, el estrés
calorico y la estacion del afio (Ellington et al., 1991; Smith et al., 1996; Dochi et al.,
1998; Ambrose et al., 1999 a; Al-Katanani et al., 2002 a) son factores que influyen

sobre la tasa de gestacion de las vacas receptoras de embriones.

Los embriones en sus primeros tres dias son sensibles al estrés caldrico, lo que
reduce la viabilidad y el desarrollo embrionario. En estudios in vifro (Edwards y
Hansen, 1997) e in vivo (Ealy et al., 1993) observaron que aparentemente
después del tercer dia de edad los embriones adquieren una termotolerancia, ya
que no encontraron efecto alguno al exponer a estrés caldrico a las vacas al 3°, 5°
6 7° dia después de la inseminacion (Ealy et al., 1993) o a los embriones en sus
fases tempranas hasta el dia siete de edad (Edwards y Hansen, 1997). Es por
esto, que se ha propuesto que para reducir el efecto del estrés caldrico sobre la
fertilidad se utilice la transferencia embrionaria en lugar de la inseminacion

artificial. Varios estudios han observado una tasa de prefiez mas alta que en las



vacas que habian sido inseminadas en las mismas condiciones ambientales, lo
que confirman que los embriones transferidos habian superado la etapa de
desarrollo embrionario con mayor sensibilidad al estrés calérico (Putney et al.,
1989 a; Ambrose et al., 1999 a, Drost et al., 1999; Rutledge, 2001, Al-Katanani et
al., 2002 a).

Sin embargo, estos estudios fueron realizados para comparar la tasa de gestacién
entre las técnicas de transferencia de embriones versus inseminacion artificial en
épocas de estrés caldrico, y no fueron disenados para obtener respuestas en
cuanto a los efectos de la presencia o ausencia de estrés caldrico, tanto en la
época de produccion del embrion como en la época de transferencia. Se ha
evaluado en forma parcial el efecto de la época de produccién del embrion y la de
transferencia sobre la tasa de gestacion en vacas receptoras. Drost et al. (1999)
observaron un mayor porcentaje de gestacion de vacas receptoras en condiciones
de estrés calorico, cuando se transfirieron embriones colectados y congelados de

vacas superovuladas en condiciones de termoneutralidad.

Dado lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del estrés
calérico al momento de la produccién de los embriones y al de su transferencia y
su efecto de interaccion sobre la tasa de gestacion de vacas Holstein receptoras
sujetas al manejo rutinario de hatos comerciales de produccién. Adicionalmente,
determinar si la produccion lactea estimada a 305 dias, la concentracion sérica de
progesterona en el dia siete del ciclo estral de las vacas receptoras y el tiempo
que lleva la transferencia del embrién afectan la tasa de gestacion de vacas

receptoras.

MATERIALES Y METODOS

Epocas de produccién de embriones e informacién climatica

Las vacas donadoras estaban en produccidon en dos hatos lecheros (H)
comerciales del estado de Aguascalientes. La produccion de embriones (P) se

realizo en la época templada o en la época calida. El THI fue calculado de acuerdo



a lo descrito en la literatura (Ingraham et al., 1975). Las caracteristicas de
temperatura, humedad relativa y el indice temperatura — humedad (THI) que se
presentaron durante el periodo de produccion y coleccion de los embriones se
muestran en el Cuadro 1. En éste se observa que las variables climaticas y el THI
fueron mas altas en la época de produccioén calida, en comparacién a la époc_a de

produccién templada (P<0.01).

CUADRO 1. Temperatura ambiente, humedad relativa e indice temperatura —
humedad registrados durante la época de coleccion embrionaria: templada (9 al 17
de febrero / 2001 y del 12 al 24 de marzo / 2001) y calida (21 de mayo al 2 de

junio / 2001 y del 2 al 14 de julio / 2001)
Epoca Templada Epoca Calida

Xte.e. Rango Xtee. Rango
Temperatura maxima, °C| 256+0.35a [ 232a281 | 295+036b | 2642327
Temperatura minima, °C| 5.7+0.47 a 13280 124+ 048b 7.8a16.4

Humedad relativa, % | 33.1+3.40a | 13.7a56.2 | 527+349b | 30.56a70.2
Indice Temperatura - Humedad| 70.5+029a | 68.7a724 78.0+03b 75.9a81.6
a,b / Distintas literales por renglén indican diferencia significativa (P<0.01).

Superovulacion de la vaca donadora

El inicio de la superovulacién de las vacas donadoras fue entre el dia 9 y 11
después del estro con la administracion de 400 mg de hormona foliculo
estimulante (FSH) (Folltropin-V. Virepharm. Canada Inc.) en dosis decreciente,
segun lo descrito por (Elsden et al., 1978). Al tercer dia de la administracion de
FSH, la lutedlisis fue inducida con 50 mg de prostaglandina f, a por via
intramuscular distribuida en dos aplicaciones con un intervalo de 12 horas. El dia
cero fue considerado como el de inicio del estro. La inseminacion artificial se

realizé a las 12 y 24 horas de haber sido detectado el estro.

Coleccion y congelacion de los embriones

En el dia siete se procedié a la coleccién embrionaria. Los procesos de coleccién,
evaluacion y congelacion de los embriones fueron realizados conforme a lo
descrito por la literatura (Elsden et al.,1978; Linder y Wright., 1983; Elsden, 1987).
Los embriones colectados fueron clasificados por su estadio (EST) y el grado de
calidad (GC). Unicamente se congelaron los embriones que correspondieron a los

estadios de blastocito (B) o morula (M) y con calidad excelente (E) y buena (B).



El crioprotector utilizado fue etilenglicol (EG). Los embriones fueron equilibrados
en 1.5 M de EG por un periodo de 10 m a temperatura ambiente. Durante el
periodo de equilibrio fueron incluidos en forma individual en pajillas de 0.25 ml. La
congelacion se realizé en una congeladora manual. El protocolo de congelacién
seguido fue: de cero a - 7 ° C la tasa de descenso de temperatura fue de -1 ° C /
m, a -7 ° C se indujo la cristalizacidbn y se mantuvieron las pajillas a esta
temperatura durante 10 m. Posteriormente la temperatura se llevé hasta-30° C a
una tasa de - 0.5 ° C / m, sumergiéndose después en nitrégeno liquido (Elsden et.
al., 1987).

Descongelacion y transferencia del embrion

Los 132 embriones colectados (P) en las dos épocas templada y calida, fueron
distribuidos y asignados al azar a las dos épocas de transferencia (T) templada
(del 15 de enero al 27 de marzo) y calida (del 1 de mayo al 17 de agosto), con lo
que se generaron cuatro grupos experimentales: 1. Produccion del embrién en
época templada (PT) — transferencia del embrion en época templada (TT). 2.
Produccion del embridn en época templada (PT) — transferencia del embrién en
época calida (TC). 3. Produccion del embriéon en época cdlida (PC) — TT. 4. PC —
TC. La figura 1 resume el disefio del experimento. En el Cuadro 2 se observa en la
época de transferencia calida un mayor THI, humedad y temperatura ambiente
(P<0.01).

CUADRO 2. Temperatura ambiente, humedad relativa e indice temperatura -
humedad registrados durante las épocas de transferencia embrionaria templada
(15 de enero al 27 de marzo del 2002) y calida (1 de mayo al 17 de agosto del
2002).

Epoca Templada Epoca Calida

Xte.e. Rango Xte.e. Rango

Temperatura maxima, °C| 245+ 0.37a | 96a30.9 | 28.2+0.30b |22.3234.5

Temperatura minima, °C| 51+024a [-24a108 | 13.9+0.19b | 9.8a17.8

Humedad relativa, % | 45.5+1.78a |23.7a88.3| 58.7+145b |22.1a88.5

Indice Temperatura-Humedad| 70.16 + 0.5a [50.2a74.7| 76.54+05b |71.9280.6

a,b/ Distintas literales por renglén indican diferencia significativa (P<0.01).

La transferencia de los embriones se realiz6 al séptimo dia de inicio del estro (dia

cero) de las receptoras, las cuales durante el periodo de estudio no recibieron



tratamientos de somatotropina. Previo a la transferencia embrionaria a cada vaca
receptora se le realizé un examen tocologico transrectal rutinario del aparato
reproductor y se confirmoé la presencia de un cuerpo luteo. Se registro la condicion
fisica corporal (1-5) con una aproximacion de 0.25 puntos de acuerdo a lo descrito
por Ferguson et al. (1994). Asi mismo se tomod la circunferencia toraxica y la
temperatura rectal (° C) (TCOR) de las vacas receptoras. Al mismo tiempo, se
obtuvo una muestra sanguinea en un tubo vacutainer sin anticoagulante, que fue
transportada al laboratorio en refrigeracion a 5 ° C. Las muestras fueron
centrifugadas a 700 g por 10 min y el suero fue almacenado a — 20 ° C hasta su
procesamiento en el laboratorio de radioinmunoensayo para la medicion de la

concentracion sérica de progesterona (P4) (ng/ml).

Se emplearon 132 vacas receptoras de la raza Holstein con 9205.6 £ 277.8 | leche
estimada a 305 dias (P305D), 86.0 + 2.6 dias en leche (DEL), 1.9 £ 0.09 partos
(NP), 596.5 + 10.5 kg de peso corporal (PINIC) y 3.33 + +/- 0.1 de condicion fisica
corporal (CFl) (Cuadro 3). Todas las variables evaluadas fueron similares (P>0.05)
a excepcion de la P305D, donde las vacas en la época de transferencia templada

tuvieron una mayor produccion (P<0.01).

Cada embrién fue descongelado a temperatura ambiente de una habitacién
durante 10 segundos, seguido por inmersién de la pajilla en agua a 30 ° C por 12
segundos (Dochi et al., 1998; Drost et al., 1999). Los embriones fueron
transferidos en forma no quirdrgica y depositados en el tercio proximal del cuerno
uterino ipsilateral al cuerpo luteo. Se registrd la madre donadora, identificacion del
estadio y calidad del embrién, fecha de produccion y congelacion del embrion,
fecha y hora de transferencia y tiempo de transferencia (TTR) del mismo. Esta
ultima variable fue definido como el tiempo transcurrido en minutos, desde el

momento de la descongelacion hasta la finalizacion de la transferencia.



FIGURA 1

EPOCA DE COLECCION EMBRIONARIA

Y Y

CALIDA TEMPLADA
THI=78.0 0.3 THI=70.5+0.3
75.9-81.6 68.7-72.4

CALIDA TEMPLADA
THI=76.5%0.5 THI =701 +0.5
71.9 - 80.6 50.2 - 74.7

EPOCA DE TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

CUADRO 3. Caracteristicas productivas de las vacas receptoras en dos épocas
de transferencia embrionaria

Epoca Templada Epoca Calida
Variables n X+e.e. n Xtee,
Numero de Partos 54 1.98 + 0.09 53 1.98 + 0.09
Dias en Leche 54 83.1+2.7 53 88.9+27
Peso Corporal, kg 54 591.8 + 10.5 53 | 601.4+106
Condicion Fisica (1-5) 54 3.27 £ 0.04 53 3.36 + 0.04
Produccion Lactea a 305 dias, | 54 |9829.3+276.8a| 53 |8570.2+2794b

a,b / Distintas literales por renglén indican diferencia significativa (P<0.01).

Las vacas fueron observadas para detectar el retorno al estro entre 40 y 50 dias
post-transferencia. El diagnoéstico de gestacién se realizo entre 40 y 50 dias de
edad del embrion. A partir de esta informacion se obtuvo el porcentaje de
gestacion de las vacas receptoras por época de produccién del embrién, época de

transferencia y calidad y estadio del embrion.



Manejo nutricional y reproductivo de la receptora

La alimentacion se proporcion6 6 veces al dia en forma de racion integral. Los
forrajes utilizados fueron ensilaje de maiz, rye grass verde y heno de alfalfa. El
concentrado estuvo formado por una mezcla comercial, semilla de algodén,
bagazo himedo de cerveceria, proteina no degradable en rumen (Soybest®,
Grain Staples Inc.) y grasa de sobrepaso (Megalac®, Rumen Bypass Fat, Arm &
Hammer Animal Nutrition Group). La relacion forraje concentrado fue de 35:65. La
composicion quimica de la dieta total en base seca fue: 1.79 Mcal de energia neta
de lactancia / kg, 17.7 % de proteina cruda, 37 % de proteina no degradable, 19.6
% de fibra detergente acido, 35 % de fibra detergente neutro, 7.1 % de grasa y 31

% de carbohidratos no estructurales. Las vacas tuvieron libre acceso al agua.

Analisis de radioinmunoensayo

La determinacion de P4 en suero se realizo con un estuche de RIA comercial (Coat
A Count DPC) en fase de solida. El sistema presentd una sensibilidad de 0.1 -
ng/ml, con un coeficiente de variacion de 3.69 % y 5.86 % intra e interensayo,
respectivamente, a la dosis de 0.49 ng/ml. En tanto que a la dosis de 20.0 ng/ml,

el coeficiente de variacién intra fue del 5.63 % e interensayo del 6.11 %.

Analisis estadistico

La temperatura maxima y minima (° C), humedad ambiental (%) y el indice
temperatura humedad se analizaron a través de un analisis de varianza, cuyo
modelo al cual se atribuyo la variacion fue:

Yi=M+Ti+Eq)

Donde:

Y j = es la j-€sima observacion de la i-€sima época de transferencia embrionaria
M = es la media general.

T i = es el efecto de la i-ésima época de transferencia embrionaria (1,2).

E o = es el error NID (0, " ).
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Las variables como son el NP, DEL, PINIC, CFl, P305D, TCOR, P4 y TTR se
analizaron para constatar la igualdad de condiciones en ambas épocas de

transferencia, cuyo modelo al cual se atribuy6 la variacion fue:
ik =+ Bj + 8+ ET i+ Egy

Donde:

Y jik = es la k-ésima observacion de la i-€ésima epoca de transferencia embrionaria.
J = es la media general.

Bn = es el efecto de bloque del hato lechero.

5 m = es el error de restriccion, NID (0, " 2,).

T ;= es el efecto de la i-ésima época de transferencia (1,2).

E o =eselerror NID (0, [ ).

El porcentaje de vacas gestantes se analizé6 por medio de un analisis covarianza
con bloques al azar donde las fuentes de variacion consideradas dentro del

modelo fueron:
Ymiw = H+ B +0(m+ OE;+ET;+ OEXET jj+ GC ¢ + by(P305D - Ppsosp) + bo(TTR - prr) + Emijicy

Donde:

Y mix = €s la I-esima observacion, de la k-eésima calidad del embrion, de la j-ésima
época de transferencia y la i-€sima época de produccion del embrién.

U = es la media general.

B = es el efecto de bloque del hato lechero.

5m = es el error de restriccion, NID (0, I 2,).

P i= es el efecto de la i-ésima época de produccién del embrién (1,2).

T ;= es el efecto de la j-€sima época de transferencia (1,2)

P x T j = es el efecto de interaccion de la i-ésima época de produccién del embridn
con la j-ésima época de transferencia.

GC « = es el efecto del grado de calidad del embrién (1,2).

bi(P305D - pesesn) = €S €l efecto de la covariable de |la produccion lactea estimada a

305 dias en su forma lineal.
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bo(TTR - py) = es el efecto de la covariable del tiempo de transferencia en su forma
lineal.
E (mijk) = €8 el error NID (O, r 26)_

Los resultados del porcentaje de vacas gestantes del estadio de moérula no se
incluyeron al analisis por las siguientes razones: el numero observaciones para
este estadio en un hato fue de seis, el total de vacas gestantes fue de cuatro y se
concentraron en un solo hato y un solo embridén de calidad excelente resulté con
diagnostico positivo de gestacion. Es por esto que se realizoé para este estadio de
desarrollo una descripcion de las variables productivas que se dieron en las vacas
receptoras por hato, época de produccion del embrién y de su transferencia y el
grado de calidad del mismo. Los datos se analizaron a través de modelos lineales
(SAS, 1988).

RESULTADOS

En el Cuadro 4 se muestra que la temperatura corporal de la vaca receptora,
previo a la transferencia del embrion fue mayor en la época calida (38.8 °C), que lo
observado en las vacas de la época templada (38.2 °C) (P<0.01). Los niveles
séricos de progesterona al dia siete (1.93 ng / ml) y el tiempo de transferencia
(4.12 min) fueron similares (P>0.05).

CUADRO 4. Temperatura corporal y concentracion sérica de progesterona (P4) de
las vacas receptoras, y el tiempo de transferencia en las épocas de transferencia
templada y calida

Epoca templada Epoca calida
Variables n Xte.e. n Xte.e.
Temperatura corporal, °C 54 38.28+0.05 a 53 38.84+0.05b
Niveles séricos de P4, ng/ml | 50 1.72+0.3 50 2.14+0.2
Tiempo de transferencia, min | 54 4.07 +0.15 53 4.18 +0.16

a, b / Distintas literales por renglén indican diferencia significativa (P<0.01).

En el Cuadro 5 se observa que los porcentajes de gestaciéon de las vacas fueron
diferentes por efecto de época de produccion del embrion (P<0.14). Se encontré

un mayor porcentaje de vacas gestantes en la época de transferencia templada



que en las vacas a las que se les transfirio el embrion en las épocas calidas
(P<0.05). Las vacas receptoras de la época de transferencia templada tuvieron un
mayor porcentaje de gestacion que lo observado en vacas de época de
transferencia calida, cuando en ambas épocas fueron transferidos embriones
producidos en época templada (P<0.01). Las vacas de la épocas de transferencia
templada tuvieron un mayor porcentaje de gestacion cuando recibieron embriones
producidos en época calida, en comparacion a lo observado en vacas de época de
calida que recibieron embriones de la misma época de producciéon (P<0.05). Las
vacas receptoras de embriones de calidad excelente tuvieron un mayor porcentaje
de gestacion, que en vacas a las que se les transfirieron embriones de calidad
buena (P<0.11). El efecto lineal de la P305D no fue importante en la respuesta de
la tasa de gestaciéon de la vaca receptora (P>0.05). Mientras que el TTR en su

forma lineal fue significativa sobre la tasa de gestacién (P<0.08).

En el Cuadro 6 se muestra el analisis descriptivo de los embriones cuyo estadio
fue morula. En éste se cita el nimero de embriones empleados y el nUmero de
vacas gestantes por hato lechero, origen de produccion del embrién, época de
transferencia y grado de calidad del embrién. Las caracteristicas productivas de
NP, DEL, CFI, PINIC de las vacas receptoras fueron similares (P>0.05). El nimero
de vacas receptoras gestantes fue nulo en un hato. Se tuvo una sola vaca
gestante en la época de produccién templada y en la época de transferencia
calida. Asi mismo, se tuvo una vaca gestante cuando se recibié un embrién de

calidad excelente.
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CUADRO 5. Porcentaje de gestacion de las vacas receptoras de embriones por
efecto de la época de produccion del embrion (P), la época de transferencia (T), la
interaccion de P x T y la calidad del embrién transferido

Epoca de produccion del embrion (P) n %

Templada 51 29.79 e
Calida 56 17.43 f
Epoca de Transferencia (T) n %

Templada 54 33.26 ¢
Calida - 53 13.96d
Produccién x Transferencia n %

Templada — Templada (PT - TT) 26 . 45.04 a
Templada — Calida (PT — TC) 25 14.54 b
Calida — Templada (PC - TT) 28 2148 ¢
Calida — Calida (PC - TC) 28 13.38 b
Calidad del embrién n %

Excelente 66 30.37 g
Bueno 41 16.85 h

a, b/ Distintas literales dentro del mismo efecto indican diferencia significativa (P<0.01)
a, c / Distintas literales dentro del mismo efecto indican diferencia significativa (P<0.05)
c, d / Distintas literales dentro del mismo efecto indican diferencia significativa (P<0.05)
e, f / Distintas literales dentro del mismo efecto indican diferencia significativa (P<0.14)
g, h / Distintas literales dentro del mismo efecto indican diferencia significativa (P<0.11)

CUADRO 6. Numero de embriones de estadio de morula empleados, numero de
vacas receptoras gestantes (n Gestantes), y las medias de las variables
productivas de las vacas receptoras, como son: el nimero de partos (NP), dias en
leche (DEL), condicion fisica (CFl), peso corporal (PINIC) y producciéon de leche
estimada a 305 dias (P305D) para los efectos de hato, época de transferencia (T),
época de produccion del embrién (P) y calidad del embridn (GC)

Hato T P GC
Morulas 1 2 Templ. | Célida | Templ. | Célida | Excelente | Bueno
n embriones 25 6 19 14 11 10 15 10 15
n Gestantes 4 0 4 S 1 0 4 1 3
NP 1.68 1.83 1.68 1.78 1.54 17 1.66 1.5 1.8
DEL, dias 86.5 83.5 87.4 83.7 90 87.9 85.5 87.7 85.6
CFI (1-5) 3.4 3.37 3.4 3.5 3.25 35 3.3 3.4 3.4
PINIC, Kg. 593.0 593.5 592.8 579.9 609.6 593.2 592.8 593 593
P305D, Its 9320.4 9486.3 | 9268 | 9498.3 | 9094 | 10362 a [ 8625b 9362.7 9292.2

a,b / Distintas literales dentro del mismo efecto principal indican diferencia (P<0.01).
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DISCUSION

En el presente estudio se controlaron factores que afectan la tasa de gestacion de
la vaca receptora como son la sincronia y la calidad del embrion. Asi mismo, las
variables productivas de las vacas receptoras fueron similares entre las dos
épocas de transferencia, a excepcidon de la produccion de leche estimada a 305
dias (P305D).

El porcentaje de gestacion de las vacas receptoras de embriones congelados
estuvo dentro del rango informado como normal en vacas lactantes de la raza
Holstein (Putney et al., 1989 a; Ambrose et al., 1999 a; Drost et al., 1999; Hasler,
2001; Al-Katanani et al., 2002 a; Chagas et al., 2002). Algunos estudios
demostraron un efecto negativo de la cantidad de produccion lactea de la vaca
receptora sobre la tasa de gestacion, lo que indica que los embriones son
sensibles al efecto del estrés fisioldégico a que esta sujeta la vaca (Hasler, 2001;
Al-Katanani et al., 2002 a; Chagas et al., 2002). En el presente estudio, el efecto
de la produccién lactea estimada de las receptoras no fue importante para afectar
la tasa de gestacion, lo que probablemente debido a que los niveles de produccion
de las vacas en el estudio fueron muy similares en ambas épocas de

transferencia.

La menor tasa de gestacion observada en vacas receptoras en condiciones de
estrés caldrico, independientemente de la época de produccion y de la calidad del
embrion, indica la existencia de un importante efecto materno después de Ia
transferencia y demuestra que los embriones siguen siendo sensibles al estrés
calérico que puede producir la temperatura de la madre (Markette et al., 1985;
Biggers et al., 1987, Putney et al., 1989 a; Ryan et al., 1993; Dunne et al., 2000).
Es por esto que entre las fallas a las que se puede imputar la menor
sobreviviencia del embrién después del dia de su transferencia podria estar
relacionado con: 1. Una menor secrecion de proteinas del endometrio del cuerno
ipsilateral al cuerpo Iuteo en los primeros ocho dias del ciclo estral expuestas a

estrés calorico, lo podria crear asincronia entre el embrién y la madre (Malayer et
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al., 1988, Malayer y Hansen., 1990). 2. Una disminucion del peso del tejido luteo y
del embrion (Biggers et al., 1987) y de la funcién lutea (Howell et al., 1994) entre el
8° y el 16° dia del ciclo estral. 3. Una menor secrecion de proteinas del embrion,
entre estas el interferon t (Thatcher et al., 1989). 4. Un efecto acarreado del calor
sobre la funcién latea que puede disminuir la capacidad de sintesis de P4 de las

células luteas del verano (Wolfenson et al., 1993).

Lo anterior se confirma al observar en vacas Holstein lactantes que un incremento
de la cantidad de tejido lateo, de la formacion de un cuerpo lateo adicional
(Thuemmel et al., 1992; Thatcher et al., 1994; Thatcher et al., 1996; Binelli et al.,
2001; Lopez-Gatius et al., 2002; Willard et al., 2003) y de la concentracion sérica
de progesterona durante la fase litea del ciclo estral en vacas repetidoras
(Thuemmel et al., 1992) y receptoras de embriones (Geisert et al., 1991) tienen un
efecto positivo sobre la tasa de gestacion y reduce el riesgo de la perdida

embrionaria entre los 38 y 90 dias.

Las concentraciones séricas de P4 de las vacas de las dos épocas de
transferencia al dia siete del ciclo estral fueron similares y no se establecié
relacion alguna con el porcentaje de gestacion de las vacas receptoras, lo que
concuerda con lo observado en otros estudios (Payas et al., 1989; Ambrose et
al., 1999 a; Spell et al., 2001; Chagas et al., 2002). Por lo que incluir el criterio de la
concentracion sérica de P4 para seleccionar las vacas receptoras en un programa
de transferencia no es confiable y tiene un uso practico limitado (Reed et al.,
1985).

Las vacas de las épocas templadas mostraron una tasa de gestacién superior
cuando recibieron embriones producidos en épocas templadas, comparado con la
tasa de gestacion observada en las vacas receptoras mantenidas en las mismas
condiciones, pero a las que se les transfirieron embriones producidos en la época
calida. Estos resultados estan indicando un efecto de |la época de produccién del

embrion, donde las condiciones estresantes en la vaca donadora pudieron afectar
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el desarrollo folicular y la capacidad del ovocito para producir un embrién viable o
vigoroso. Esto podria estar relacionado con los efectos de acarreo del calor
observados en vacas Holstein sobre la maduracion y la competencia del ovocito
para ser fertilizado (Sartori et al., 2002) y su posterior desarrollo embrionario
(Putney et al., 1989 b; Rocha et al., 1998; Ambrose et al., 1999 b; Zeron et al.,
2001; Roth et al., 2001; Al-Katanani et al., 2002 b). Donde incluso para mitigar
este efecto se ha mostrado que la aspiracion frecuente de los foliculos- medianos
(Guzeloglu et al., 2001; Roth et al., 2001) o su eliminacién mediante tratamientos
repetidos con factor liberador de las gonadotropinas (Guzeloglu et al.,, 2001)
permitié el reclutamiento de foliculos saludables y mejoré la calidad morfologica
del cumulo ovigero de los foliculos posteriores a los tratamientos, con lo que se
incrementoé la proporcion de embriones producidos in vitro que se desarrollaron

hasta la fase de blastocito.

Otra posible explicacion es que simplemente las condiciones del utero de la vaca
donadora en estrés calérico afectaron el desarrollo temprano del embrion. Al
respecto algunos estudios in vitro e in vivo han demostrado una mayor
susceptibilidad del embrién en los primeros 3 dias de edad (Ealy et al., 1993; Ealy
et al., 1995). Incluso se ha observado que los embriones expuestos a patrones de
temperatura similares a los experimentados en vacas lactantes en el verano
durante los primeros ocho dias post-fertilizacion, el porcentaje de embriones con
un desarrollo embrionario adecuado se reducen, por lo que la temperatura
fluctuantes en la fase temprana de desarrollo del embrion puede ser un factor que

afecta negativamente sobreviviencia embrionaria (Rivera y Hansen, 2001).

Los embriones de calidad excelente mostraron una tendencia a producir un mayor
porcentaje de vacas gestantes, independientemente de la época en la que haya
sido transferido. Esto concuerda con lo observado por otros investigadores que
encontraron un menor porcentaje de gestacion cuando se tienen embriones con
una menor calidad o cuando se da una asincronia entre la receptora y el embrion
(Markette et al., 1985; Farin y Farin, 1995; Spell et al., 2001).



A pesar de que el tiempo de transferencia del embrion a la vaca receptora fue
similar entre las épocas de estudio, se observo que si el tiempo empleado en la
colocacion del embrion en el utero se incrementaba, las probabilidades de
gestacion se reducian. Esta tendencia ha sido observada por otros investigadores,
donde un tiempo de transferencia del embrién mayor a 11 minutos se relaciond
con una menor tasa de prefiez, ya que una vez descongelado el embridn, éste se
mantiene en contacto con el crioprotector por un mayor periodo de tiempo lo que -
puede danarlo (Dochi et al., 1998).

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES.

Las vacas receptoras en la época de transferencia templada tuvieron una mayor
tasa de gestacion. En condiciones de confort la tasa de gestacion de las vacas se
redujo mas del 50 % cuando los embriones transferidos fueron obtenidos de vacas

donadoras mantenidas en condiciones de estrés calorico.

La transferencia de un embrién de calidad excelente incrementé la tasa de
gestacién de las vacas receptoras, independientemente de la época de
transferencia. La produccién lactea estimada a 305 dias no fue importante en la
respuesta de la tasa de gestacion de la vaca receptora. El tiempo de transferencia

tuvo una tendencia lineal negativa sobre la tasa de gestacion.

Se estan dando resultados, cada vez con mayor frecuencia, que estan indicando
que parte del problema de la fertilidad de las vacas lecheras en condiciones de
estrés caldrico, se debe a una menor calidad folicular y del ovocito, que puede
afectar la competencia del mismo para ser fertilizado y tenga lugar un desarrollo
adecuado del embridon en los primeros dias de edad, y al mismo tiempo se esté
dando un efecto acarreado del calor sobre la esteroidogénesis folicular y latea,

gue podrian limitar el éxito de la gestacion.

Lo anterior abre la posibilidad de realizar trabajos de investigacion sobre los

efectos del estrés sobre la competencia del ovocito en vacas lecheras, que podria
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explicar parte de la subfertilidad de la vacas lechera. Al mismo tiempo, realizar
trabajos de investigacion aplicada en campo con programas de sincronizacion del
estro y de la ovulacion desde el post-parto temprano que podria apoyar en la

producciéon de embriones mas viables.
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CAPITULO 7
EFECTO DEL ESTRES CALORICO SOBRE LA DINAMICA FOLICULAR EN
VACAS HOLSTEIN DE SISTEMAS INTENSIVOS DE PRODUCCION EN
AGUASCALIENTES, MEXICO

RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron evaluar el efecto del estrés calérico sobre la
dinamica y dominancia folicular y la funciéon litea durante un ciclo estral. Se
emplearon 60 vacas Holstein que se agruparon en cuatro épocas (EPO), de
acuerdo a la presencia o ausencia de estrés caldrico 21 dias antes del iniciar el
estudio y los 21 dias del ciclo evaluado: 1. Calida — Templada (CT). 2. Templada —
Templada (TT). 3. Templada — Calida (TC). 4. Calida — Caélida (CC). Las
caracteristicas del desarrollo folicular, nimero de ondas foliculares (NOF) y la
duracion del ciclo estral se evaluaron a través de un analisis de covarianza con
bloques al azar. Las concentraciones séricas de hormona foliculo estimulante
(FSH), progesterona (P4) y factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I),
y el numero de foliculos pequenos, medianos y grandes se analizaron en modelos
anidados. En vacas de tres ondas foliculares (tres OF), los foliculos dominantes
reclutados de la primera y segunda onda folicular mostraron una menor
dominancia folicular y una emergencia mas temprana del segundo foliculo
dominante (P<0.01). En vacas de época CC, los foliculos dominantes del primer y
segundo crecimiento folicular mostraron una menor dominancia y diametro
folicular, que lo observado en vacas de las EPO CT y TT (P<0.01). Las vacas de
EPO calidas (TC y CC) tuvieron un mayor niumero -de ondas foliculares (2.5), que
las de EPO templadas (CT y TT) (2.2) (P<0.05). La duracion del ciclo estral fue
mayor en vacas con tres OF, que la observada en vacas con dos ondas foliculares
(dos OF) (P<0.05). En vacas de tres OF de EPO calida tuvieron una mayor
concentracion de FSH durante varios dias del ciclo estral (P<0.05). Las vacas de
dos y tres OF de EPO calida tuvieron un mayor numero de foliculos pequefios
durante la segunda mitad del ciclo estral. Las vacas de tres OF de EPO calida

mostraron mas FGRA varios dias del ciclo estral (P<0.05). Las vacas de época



célida (CC y TC) tuvieron una menor concentracion de P4 durante el ciclo estral,
comparado a lo observado en vacas de época templada (TT) (P<0.05). En vacas
de EPO calida de dos y tres OF, y en vacas de época templada con OF de se
observé una menor concentracion de IGF-1 en los dias 6, 8 y 10 del ciclo estral, y
los dias -7, -5, -3 y -1, con respecto a lo observado en vacas con tres OF de la
época templada (P<0.05). Vacas de época de calida tuvieron una menor
dominancia folicular y se incrementé el nimero de ondas foliculares. La mayor
proporciéon de vacas con tres ondas foliculares se presenté en la época calida,
quienes mostraron mayores concentraciones de hormona foliculo estimulante y
mas crecimiento de foliculos pequefos. La funcion litea estuvo comprometida en

vacas que se mantuvieron en condiciones de estrés calorico.

INTRODUCCION

En los meses calurosos del verano de Florida, E.U. (Badinga et al., 1993) e Israel
(Wolfenson et al., 1995) se ha observado en vacas Holstein durante la primera
mitad del ciclo estral un rapido crecimiento del foliculo dominante (Wolfenson et
al., 1995), con una reduccion en el diametro y volumen del fluido folicular (Badinga
et al., 1993) y una emergencia temprana del foliculo ovulatorio, que podria resultar
en la ovulacién de un foliculo de mayor edad (Wolfenson et al., 1995). En otros
estudios realizados en vacas Holstein expuestas a estrés caldrico, en condiciones
controladas, durante la segunda mitad del ciclo estral, se ha observado un
incremento en el numero de foliculos pequenos (Trouth et al., 1998), una
reduccion de la tasa de crecimiento y del diametro del foliculo preovulatorio
(Wilson et al.,, 1998 a). Estos eventos que han sido interpretados como una
pérdida de la dominancia folicular, compromete la funcién del foliculo dominante,
la ovulacién y el mecanismo luteolitico. Sin embargo, estos estudios al realizarse
en fases definidas del ciclo, en condiciones controladas y en etapas con poco reto
en la produccion lactea no determinaron un posible efecto del estrés calorico

durante toda la fase de desarrollo folicular antral.



En la vaca lechera con un alto nivel productivo se ha observado que la fertilidad
permanece baja durante el otofo y el invierno temprano, aun cuando las
condiciones de estrés caldrico ya no estan presentes (Lozano et al., 2004,
aceptado para su publicacion). En estudios realizados, en vacas Holstein lactantes
(Roth et al., 2001 b) y no lactantes (Guzeloglu et al., 2001), expuestas a estrés
caldrico durante el verano (Roth et al., 2001 b) o en un ciclo folicular (Guzeloglu et
al., 2001) han observado un efecto negativo del acarreo del calor del-verano sobre
la calidad folicular y la competencia del ovocito para ser fertilizados y tener un

desarrollo embrionario adecuado hasta blastocito.

Los objetivos del estudio fueron evaluar el efecto del estrés calérico durante el
desarrollo folicular antral sobre las caracteristicas de desarrollo folicular durante un
ciclo estral, y la relacion de la dinamica folicular con los niveles de la hormona
foliculo estimulante, los factores de crecimiento similares a la insulina | y la funcion

litea en hatos lecheros en condiciones comerciales de produccion.

MATERIAL Y METODOS

Descripcion general del estudio

El estudio se realizo en hatos lecheros comerciales de produccion intensiva del
estado de Aguascalientes, México. Se utilizaron vacas Holstein en su pico de
produccion de leche y aptas para recibir el primer servicio en cuatro épocas de
estudio. Estas fueron expuestas a ultrasonografia transrectal para determinar el
tipo de estructuras presentes en los ovarios y se obtuvieron muestras sanguineas
durante un ciclo estral. Cada época de estudio tuvo una repeticion, conforme se

describe a continuacion.

Variables climaticas

Los datos climatologicos de temperatura ambiente y humedad relativa (HR) de los
anos previos al estudio (1995 a 1998) fueron proporcionados por la Comisién
Nacional del Agua del Estado de Aguascalientes, de una estacién ubicada

alrededor de 20 km de los hatos lecheros (Grafica 1). La temperatura maxima



registrada en ° C fue transformada en grados Fahrenheit y la HR se tomaron como
base para calcular el indice temperatura—humedad (THI) segun lo descrito por la

literatura (Ingraham et al., 1975).
THI =°F —((0.55 - (HR / 100) x 0.55)) * (° F — 58))

Epocas de estudio
Con esta informacién se determinaron las épocas de estudio (EPO). Se
contemplaron en éstas, la presencia o ausencia de estrés calodrico 21 dias antes

del inicio del estudio (TA) y durante el desarrollo folicular final (EPO).

Las épocas de estudio definidas fueron:

Calida — Templada (CT).- entre el 5 de noviembre y 12 de diciembre.
Templada — Templada (TT).- del 17 de enero al 25 de febrero.
Templada — Calida (TC).- del 15 de abril al 9 junio.

Célida — Calida (CC).- del 14 de junio al 11 de julio.

El estudio se realizé en forma simultanea en dos explotaciones lecheras en cada
una de las épocas descritas, por dos afnos consecutivos. Se registraron las
variables climaticas 21 dias antes y durante el periodo de estudio, las
caracteristicas de éstas se muestran en el Cuadro 1. Se observé en las épocas en
condiciones calidas (TC y CC) una mayor temperatura, que en las épocas
templadas (CT y TT) (P<0.01). El mayor THI se registro en la época CC (P<0.01).

Se realizé una subclasificacion de las épocas definidas de estudio por la ausencia
o presencia de estrés caldrico, antes o durante el periodo de estudio:

I. Antes del inicio del estudio (TA):

TA — Templada.- en este grupo se incluyeron las épocas TCy TT.

TA — Calida.- en este grupo se incluyeron las épocas CT y CC.

Il. Durante el periodo de estudio (EPO):
EPO — Templada.- en este grupo se incluyeron las épocas CTy TT.



EPO — Calida.- en este grupo se incluyeron las épocas TC y CC.

Animales experimentales

El estudio incluyé a 97 vacas Holstein clinicamente sanas, sin problemas
anatomo-patoldgicos del aparato reproductor, con ciclos estrales regulares y una
condicion fisica homogénea. De las vacas en estudio, 13 (13.4 %) presentaron un
quiste folicular durante el ciclo estral, 16 (16.5 %) presentaron un foliculo
persistente, segun lo definido en la literatura (Beam y Butler, ;IQQS; Garverick et
al., 1997; Lopez-Gatius et al., 2001) y 68 tuvieron dos o tres ondas foliculares. De
este ultimo grupo, ocho vacas no mostraron lutedlisis en la ultima fase del ciclo
estral en estudio, por lo que fueron eliminadas del mismo. Para caracterizar la
dinamica folicular y los niveles hormonales durante el ciclo estral solo fueron
incluidas en el estudio las 60 vacas de dos (dos OF) y tres ondas foliculares (tres
OF) (Cuadro 2). '

En los Cuadros 3 y 4 se muestra la distribucion del nimero de vacas por duracion
del ciclo estral y nimero de ondas foliculares de las diferentes épocas de estudio.
La mayor parte de las vacas que mostraron tres ondas foliculares durante el ciclo
estral fueron de las épocas calidas. Donde el 100%, 70% y el 80% de los casos se
observaron en vacas con ciclos estrales menores de 21, entre 22 y 25 y mayor a

25 dias, respectivamente.



GRAFICA 1. Indice temperatura—humedad en el estado de Aguascalientes en los
anos de 1995 a 1998. Las barras horizontales de la parte superior, sefialan las
épocas en que se caracterizaron los desarrollos foliculares
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Las caracteristicas productivas de las 60 vacas al inicio del estudio tuvieron en
promedio 2.2 + 1.5 partos (NP); 71.2 £ 4.3 dias en leche (DEL); 3.3 + 0.1 de
condiciéon corporal (CFl); 622.8 + 26.0 kg de peso corporal (PINIC) y 9107.6 %
458.3 kg de produccion de leche estimada a 305 dias (P305D). Ninguna de las
variables anteriores fueron diferentes entre las épocas de estudio (P>0.05), a
excepcion de la P305D que fue mayor en las vacas de la época CT (P<0.01)
(Cuadro 5).

La condicioén fisica se califico mediante una evaluaciéon subjetiva con calificacion
de 1 a 5, con una aproximacion de 0.25 puntos (Ferguson et al., 1994). El peso
corporal fue determinado a través de la circunferencia toracica (cm) y la P305D se
estimo de los registros individuales de produccion. El nimero de partos se clasifico

en uno, dos y tres 6 mas.



Alimentacion de las vacas

La alimentacién se proporcioné 6 veces al dia en forma de racién integral. Los
forrajes utilizados fueron ensilaje de maiz, rye grass verde y heno de alfalfa. El
concentrado estuvo formado por una mezcla comercial, semilla de algodon,
bagazo humedo de cerveceria, proteina no degradable en rumen (Soybest®,
Grain Staples Inc.) y grasa de sobrepaso (Megalac®, Rumen Bypass Fat, Arm &
Hammer Animal Nutrition Group). La relacion forraje concentrado fue de 35:65. La
composicion quimica de la dieta total en base seca fue: 1.79 Mcal de energia neta
de lactancia / kg, 17.7% de proteina cruda, 37% de la proteina fue no degradable,
19.6% de fibra detergente acido, 35% de fibra detergente neutro, 7.1% de grasa y
31% de carbohidratos no estructurales. Las vacas tuvieron libre acceso a

sombreaderos y agua.

Evaluaciones ultrasonograficas

Los ovarios de las vacas fueron evaluados durante un ciclo estral utilizando un
ultrasonido con transductor rectal de 7.5 MHz (Sonovet 600). Del dia 0 (inicio del
estro) al dia 17 del ciclo estral la evaluacion de las estructuras ovaricas se practicéd
cada dos dias, y diariamente a partir del dia 17 hasta la manifestacion del
siguiente estro, de acuerdo a las técnicas establecidas (Pierson y Ginther, 1988;
Pierson et al., 1988).

En cada examen de ultrasonido se registré el numero total de foliculos (NTF) y el
numero de foliculos de acuerdo a su diametro: 1. Foliculos pequefos (FPEQ),
menores de 5 mm. 2. Foliculos medianos (FMED), de 5.1 a 9 mm. 3. Foliculos
grandes (FGRA), mayores de 9 mm. En un mapeo folicular se registré la posicién
de los foliculos y su relacion con ofras estructuras ovaricas, para su identificacion
en los examenes posteriores. Se evalud la emergencia, la seleccion y la
dominancia de cada onda folicular. Se identificd el foliculo dominante y el foliculo

subordinado.
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CUADRO 1. Temperatura ambiente, humedad relativa e indice temperatura —
humedad registradas antes y durante el ciclo estral muestreado en las distintas
épocas de estudio para evaluar el desarrollo folicular de vacas Holstein lactantes

en Aguascalientes, México

EPOCAS DE ESTUDIO

TEMPLADA CALIDA
CT TT TC CC
21 DIAS ANTES DEL CICLO
ESTRAL EVALUADO| x te.e. X tee. X tee. X te.e.
Temperatura maxima, °C| 2564+0.35a | 226+0.36b. | 28.0+£0.36¢c | 279+ 0.39¢c
Rango| 1912292 | 136a262 | 17.1a314 | 221a327
Humedad Relativa, % | 568%1.4a | 492+14b | 306+14c | 561+16a
Rango| 38.0a69.0 | 295a884 | 140a51.0 | 30.0a80.0
indice Temp — humedad| 728+04a | 68.3+04b | 73.1x04a | 757+05¢c
Rango| 64.9a779 | 566a720 | 60.7a784 | 69.9a817
DURANTE EL CICLO ESTRAL
EVALUADO
Temperatura maxima, °C| 229+031a | 23.1+£028a | 31.1+028b | 27.8+024 c
Rango| 19.1a249 | 96a26.1 258a345 | 24.0a305
Humedad Relativa, % | 544+14a | 521+13a | 424+13b | 688%12c¢
Rango| 39.7a682 | 2952884 | 221a715 | 49.1a858
indice Temp — humedad | 69.4+0.37a | 692+0.33a | 783+0.34b | 77.9+030b
Rango| 649a721 | 502a732 | 7272822 | 7332829

a,b,c / Distintas literales por renglén indican diferencia significativa (P<0.01).

CUADRO 2. Distribucion de los animales en estudio con relacion a las condiciones
de desarrollo folicular durante el ciclo estral caracterizado en las cuatro épocas de

estudio
EPOCAS DE ESTUDIO
TEMPLADA CALIDA
Tipo Folicular CT T TC cC Totales
Quiste Folicular 3 4 3 3 13 (13.40 %)
Foliculo Persistente 6 5 4 1 16 (16.49 %)
Dos o tres ondas foliculares 16 15 17 20 68 (70.10 %)
Dos o tres ondas foliculares 13 12 16 19 60 (61.85 %)
con lutedlisis normal *

* o . . v
Grupo de vacas en que se caracterizé el desarrollo folicular y las concentraciones séricas de
diferentes hormonas durante un ciclo estral.
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CUADRO 3. Distribucion del nimero de vacas por duracion del ciclo estral y
numero de ondas foliculares, por épocas de condiciones de estrés caldrico o no,

antes y durante la evaluacion del desarrollo folicular

EPOCA Duracién Ciclo Estral, d. Ondas Foliculares
Antes Durante n | Menora21 | 22a25 | Mayora 25 Dos Tres
Calida Templada | 13 4 9 0 11 2
Templada | Templada | 12 6 4 2 10 2
Templada Calida 16 8 5 3 8 8
Calida Calida 19 7 8 4 9 10

CUADRO 4. Distribucion del numero de vacas con dos (dos OF) o tres (tres OF)
ondas foliculares, con diferente duracion del ciclo estral, por épocas de
condiciones de estrés caldrico o no, antes y durante la evaluacion del desarrollo

folicular
DURACION DEL CICLO ESTRAL, d.
EPOCAS Menos de 21 22a25 Mayor a 25
Antes Durante | Dos OF | Tres OF | Dos OF | Tres OF | Dos OF | Tres OF
Calida Templada 4 0 7 2 0 0
Templada | Templada 6 0 3 1 1 1
Templada | Calida 4 4 3 2 1 2
Calida Calida 4 3 3 5 2 2

CUADRO 5. Caracteristicas productivas de las 60 vacas experimentales en las
que se caracterizo un ciclo estral en cuatro diferentes épocas de estudio

Epocas de
P , CT T TC cc

estudio

n| X+te.e. n| Xtee. |n X te.e. n X te.e.

Niimero de Partos 13| 2151041 12| 207+043 |16| 210+037 |19| 226+034

Dias en Leche | 13 63.4+4.6 12| 76547 |16 734+ 4.1 19 68.2+37

Peso Corporal '“i{f;; 13| 62654256 |12| 6173+253 |16| 6327+217 |19| 6283:1938

PesoCorporal | 45 | 64194261 12| 6202:273 |16| 6201235 |19| 63381220
Final (kg)

Condicién Fisica Inicial | 13 |  3.2040.10 12| 326+010 |[16| 338+009 |[19| 3.30: 0.08

Condicion Fisica Final [ 13 |  3.32+0.09 12| 342:009 |[16| 344:008 |19| 339:008
Produccion Lactea

Estimada a 305 dias (te | 13 | 107294 507.8a | 12 | 92206 £530.6b | 16 | 8709. 0£456.2b | 19 | 8353.7 £ 416.7 b

a,b (Distintas literales por renglon indican diferencia estadistica (P<0.01).
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Se defini6 como onda folicular al proceso entre la emergencia de un grupo
sincrénico de foliculos antrales menores o iguales a 5 mm, hasta la atresia u
ovulacion del foliculo de ese grupo que llegd a ser dominante. El foliculo
dominante (FD) fue el que mantuvo el mayor crecimiento sostenido, mientras los
demas suspendieron su crecimiento y se atresiaron en algun momento. Al FD de
cada onda folicular se les determiné la tasa diaria de crecimiento desde la
emergencia hasta que alcanzaron su diametro mayor, la duraciéon de la fase de
meseta, definida comoo el momento en que el foliculo alcanzé su diametro
maximo y que comenzo6 a reducir de tamano (atresiarse) u ovuld. Este seguimiento
se hizé con apoyo de los mapas foliculares, mediante la observacion retrospectiva
del FD que alcanzé el mayor tamano en cada onda folicular. La ovulacion se
definié cuando después de la presentacion del celo ocurrié la desaparicion del
foliculo dominante entre dos monitoreos ultrasonograficos consecutivos, seguido
de la formacién de un cuerpo liteo en la misma posicion en que se encontraba el

foliculo ovulatorio.

Determinacion de hormona foliculo estimulante (FSH), progesterona (P4 y
factor de crecimiento similar a Ila insulina tipo | (IGF-l) por
radioinmunoanalisis

Momentos antes de realizar las practicas de ultrasonido se tomaron muestras
sanguineas de la vena coccigea, que fueron colocadas en hielo, transportadas y
mantenidas en refrigeracion hasta al dia siguiente, cuando se centrifugaron a 700
g durante 10 min. Los sueros obtenidos se almacenaron a — 20 °C hasta su
procesamiento en el laboratorio de radioinmunoensayo (RIA) para la medicion de
las concentraciones de P4 (ng/ml) y FSH (ng/ml). Para evaluar las concentraciones
de IGF-I (ng/ml), se tomaron las muestras de suero que correspondieron a los dias
2,4, 6, 8y 10 del ciclo estral en estudio, y en forma regresiva los dias -7, -5, -3, -1

y 0 con relacion a la manifestacion del estro subsecuente.

El RIA de FSH (Perera et al., 2003) se realizé utilizando como trazador al NIDDK-
oF SH-I-SIAFP-19, marcado con I'® de acuerdo a la técnica de YODO-GEN
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(Perera et la.,, 1996). Como estandar se empleo al NIDDK-oFSH-SIAFP-RP-2
(AFP-4117A) a las dosis de 0.01 a 5.0 ng/tubo y el primer anticuerpo (NIDDK-anti-
oFSH-1, AFPC5288113) se utilizdé a una dilucion final de 1:40,000. La sensibilidad
del ensayo correspondié a 0.025 ng/tubo con un coeficiente de variacion intra e
interensayo de 9.5 % y 11.1 %. La separacion de la fraccion unida de la libre se
realizé con un segundo anticuerpo (generado en burro) a una dilucion 1:80, previa

incubaciéon a 4 °C por 24 h.

La determinacion de P4 en suero se realizo con un estuche de RIA comercial (Coat
A Count DPC) en fase de solida. El sistema presentod una sensibilidad de 0.1 ng/mi
con un coeficiente de variacion intraensayo del 3.69 % e intraensayo del 5.86 %,
a la dosis de 0.49 ng/ml. En tanto que a la dosis de 20.0 ng/ml, el coeficiente de

variacion intra fue del 5.63 % e interensayo del 6.11 %.

Las concentraciones circulantes de IGF-I| se realizaron por duplicado en un ensayo
inmunomeétrico (DSL-2800, Kit, Diagnostic System Laboratories Inc, Houston, TX),
previamente validado (Leon et al., 2004). Este sistema presentd un coeficiente de

variacion del 9 %.

Variables del desarrollo folicular

Se evaluaron para cada FD las siguientes caracteristicas: el dia de la emergencia,
los dias de crecimiento (desde la emergencia hasta que en dos muestreos
consecutivos no tuvo crecimiento alguno), la tasa de crecimiento (mm/dia); el
diametro maximo alcanzado (mm) y el dia en que lo alcanzo, la duracién de la fase
de meseta en dias (inici6 al concluir la fase de crecimiento y finalizé al registrarse
una disminucion progresiva de su diametro) o la ovulaciéon. De cada ciclo estral se
evaluaron el numero de ondas foliculares (NOF) y la duracion del ciclo estral. En
cada dia de muestreo se registré el nimero de FPEQ, FMED, FGRA vy la

concentracion sérica de las hormonas FSH (ng/ml), P4 (ng/ml) e IGF-1 (ng/ml).
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Analisis de la informacion
Los datos climaticos observados durante el estudio se compararon entre épocas

por medio de un analisis de varianza. El modelo empleado fue:

Yi =p+EPO ;+Ey

Donde:

Yj = es la variable climatica de la j-ésima observacion, de la i-ésima epoca de
estudio.

u = es la media general.

EPO ; = es el efecto de la i-ésima época de estudio (1,2,3,4).

Equ = es el error NID (0, 6 %¢).

El numero de partos, los dias en leche, el peso corporal y la condicion corporal de
la vaca al inicio y al final del estudio y la produccion lactea estimada a 305 dias
fueron analizados por medio de un analisis de varianza con bloques al azar. El

modelo al cual se atribuyo la variacion fue:

Yk =p+Bj+0 g +EPO ; +Eg

Donde:

Yix = es la variable de respuesta de la k-ésima observacion, de la I-€sima epoca
de estudio.

u = es la media general.

B ; = es el efecto de ano de estudio hato.

8 @m) = es el error de restriccion, NID (0, o %,).

EPO ; = es el efecto de la i-ésima época de estudio (1,2,3,4).

Emiky = es el error NID (0, 6 %¢).

El efecto de afio y la interaccion ano x época no fueron significativas. Se cre6 una

interaccion donde se confundi6 el efecto de afio con el hato, la cual se utilizé como
efecto de bloque. Los efectos de interaccion EPO x NOF y TA x NOF no fueron
significativos, por lo que se eliminaron del modelo. Las variables de la dinamica

folicular de la primera y segunda onda de crecimiento folicular, y el intervalo entre
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celos se analizaron a través de un andlisis de covarianza con bloques al azar. El

modelo al cual se atribuy6 la variacién fue:

Ymin =+ Bm +8 @m)+ EPO;+ TA;+EPO x TA j+ NOF | + b;(P305D - ppaoso) + Egiy
Donde:

Ykiji = es la variable de respuesta de la I-€sima observacion, del j-ésimo nimero
de onda folicular y la i-ésima época de estudio.

M = es la media general.

B, = es el efecto de afio - hato.

8 m = es el error de restriccion, NID (0, ¢ % ).

EPO ; = es el efecto de la i-€sima condicion climatica durante el estudio (1,2).
TA ;= es el efecto de la j-ésima condicion climatica anterior al estudio (1,2).
EPO x TA jj= es el efecto de interaccién de la i-ésima EPO con la j-ésima TA.
NOF i = es el efecto del k-ésimo numero de onda folicular (1,2,3).

bi(P305D - pesosp) = €S el efecto de la covariable de la P305D en su forma lineal.

Emixy = es el error NID (0, & o)

Las concentraciones séricas de FSH, P4 y el nimero de FPEQ se analizaron por
separado, en vacas con una DCICLO menor a 21 dias (CEN); y las que tuvieron
un DCICLO entre 22 y 25 dias (CEL).

Para cada grupo, el andlisis de FSH, P4, IGF-l y FPEQ se hizo utilizando dos
modelos a los que se atribuy6 la variacién total. En el primero se estimo6 el efecto
de EPO, el dia del ciclo estral y su interaccion. En el segundo se utilizé el NOF, el

dia del ciclo estral y su interaccion.

1. Yju =H+E1;+8 3+ NV (E1) j + DCICLO « + E1 x DCICLO j + Egy
Donde:

Yix = es la variable de respuesta de la |-€sima observacion, del k-ésimo dia del
ciclo estral, de la j-ésima vaca anidada en la i-ésima época de estudio, y la i-ésima

época de estudio.
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H = es la media general.

E1 = es el efecto de la i-ésima época de estudio (1,2)

5 @ =es el error de restriccion, NID (0, ¢ 2,).

NV (E1) j = es el efecto de la j-ésima vaca anidada en la i-€sima época de estudio.
DCICLO g = es el efecto del k-ésimo dia del ciclo estral (1,....21 a 25).

E1 x DCICLO i = es el efecto de la interaccion de la i-ésima época de estudio con
el k-ésimo dia del ciclo estral.

Emixy = es el error NID (0, o o |

2. Yijg =P+ NOF ;+ 8 5+ NV (NOF) j + DCICLO ¢ + NOF x DCICLO i + Egey

Donde:

Yix = es la variable de respuesta de la I-ésima observacion, del k-ésimo dia del
ciclo estral, de la j-ésima vaca anidada en la i-€sima onda folicular, y la i-ésima
onda folicular.

W = es la media general.

NOF i = es el efecto de la i-esima onda folicular (2,3).

8 @ = es el error de restriccion, NID (0, o ).

NV (NOF) j = es el efecto de la j-ésima vaca anidada en la i-ésima onda folicular.
DCICLO g = es el efecto del k-ésimo dia del ciclo estral (1,....21 a 25).

NOF x DCICLO i = es el efecto de la interaccion de la i-€sima onda folicular con el
k-ésimo dia del ciclo estral.

Emiky = es el error NID (0, ¢ %)

El nimero de FMED y FGRA se analizaron con los dos modelos anteriores, solo

que se introdujo el NTF como covariable en su forma lineal.

Las variables de desarrollo folicular de una tercera emergencia de crecimiento
folicular y el NOF se analizaron a través de un analisis de covarianza con bloques

al azar, con el modelo:

Ymijl =g+ Bm+t ) (m) EPO; + TAJ + EPO x TA i+ b1(P305D - Ppsesp) + E(ij}l
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Donde:

Ymiji = €s la variable de respuesta de la I-esima observacion, de la j-ésima época
previa al estudio y la -ésima época de estudio.

M = es la media general.

B m = es el efecto de afo - hato.

& @m = es el error de restriccion, NID (0, ¢ %).

EPO ; = es el efecto de la i-€sima condicion climatica durante el estudio (1,2).

TA j= es el efecto de la j-ésima condicion climatica anterior al estudio (1,2).

EPO x TA = es el efecto de interaccion de la i-ésima EPO con la j-ésima TA.
bs(P305D - Wpagsp) = €8 el efecto de la covariable de la P305D en su forma lineal.

Emiy = es el error NID (0, 6 ).

Los analisis de bloques se realizaron utilizando los procedimientos de GLM y para
los modelos anidados se utilizé el procedimiento mixed del paquete estadistico
SAS (SAS, 1988).

RESULTADOS

1. DINAMICA Y DESARROLLO FOLICULAR

Los foliculos dominantes emergidos de la primera y segunda ondas de crecimiento
folicular, de vacas expuestas a estrés calorico durante el ciclo estral estudiado,
mostraron menos dias de crecimiento (P<0.01), un menor diametro maximo
(P<0.1) y tuvieron una fase de meseta mas prolongada (P<0.05), que lo observado
en los foliculos dominantes de las vacas de época templada (Cuadro 6). La época
previa a la evaluacion (TA), templada o calida, no afecté las variables del

desarrollo folicular durante el ciclo estral estudiado (P>0.05).

En las vacas de tres OF se observo que el foliculo emergido de la primera onda de
crecimiento folicular alcanzd rapidamente su diametro maximo, con un menor
tamano y una fase de meseta mas prolongada (P<0.01). En estas mismas vacas,
el segundo foliculo dominante emergio mas temprana y alcanzé en menos dias su

diametro maximo (P<0.01) (Cuadro 7).
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El estrés calorico 21 dias antes del inicio de la fase de evaluacion del crecimiento
folicular en un ciclo estral, retras6 la emergencia del tercer foliculo dominante
(P<0.05). Las condiciones de estrés durante el ciclo estral en que se evallo el
desarrollo folicular, no afectd ninguna de las carateristicas de la evolucion del

foliculo ovulatorio emergido de una tercera onda folicular (P>0.05).

En el cuadro 8, se muestran las caracteristicas de desarrollo folicular, para el
efecto de interaccion de la presencia o ausencia del estrés calorico, 21 dias antes
de iniciar el estudio y durante la fase final del desarrollo folicular. Los foliculos
emergidos de una primera onda folicular, en vacas de las época TT tuvieron mas
dias de crecimiento que lo observado en la época CC (P<0.01). Los foliculos
dominantes emergidos de la segunda onda folicular, de las vacas de las épocas
CT y TT, presentaron mas dias de crecimiento, una menor tasa de crecimiento y
un mayor diametro maximo, que lo observado en las vacas de la época CC
(P<0.05). Las vacas de las épocas-CT y TT tuvieron un mayor diametro maximo
del segundo foliculo dominante, con respecto a lo observado en vacas de la época
TC y CC (P<0.05). La fase de meseta del segundo foliculo dominante fue menor
en vacas de la época TT, que lo observado en aquellas de las épocas TC y CC
(P<0.05).

En las Graficas 2 y 3 se observa que en las vacas evaluadas durante las épocas
calidas (TC y CC) hubo un mayor nimero de ondas foliculares, que en las épocas
templadas (CT y TT) (P<0.05). El efecto de TA no fue importante para afectar el
NOF (P>0.05). Las vacas con tres. OF tuvieron un ciclo estral mas largo (Grafica 4)
(P<0.05). En la época calida se presentd un mayor porcentaje de vacas que
ovularon un foliculo dominante emergido de una tercera onda folicular, comparado
a lo que se mostré que en la EPO templada (P<0.05) (Grafica 5).
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2. CONCENTRACIONES SERICAS DE FSH

Vacas con una duracion del ciclo estral menor a 21 dias

El efecto de EPO no fue importante para las concentraciones de FSH (P>0.05)
(Grafica 6). Las vacas de tres OF mostraron una mayor concentracion sérica de
FSH en los primeros siete dias del ciclo estra y los ultimos tres dias del mismo,
que lo mostrado en las de dos OF (P<0.01) (Grafica 7). El efecto de interaccion
-EPO x NOF, confirmé una mayor concentracion de FSH durante los primeros siete
dias del ciclo unicamente en las vacas de tres OF de la EPO calida (P<0.05)
(Grafica 8).

Vacas con una duracion del ciclo estral entre 22 y 25 dias

En la Grafica 9, se observa en vacas de EPO templada una mayor concentracion
sérica de FSH los tres primeros dias del ciclo estral, que las de EPO calida
(P<0.05). Las vacas de tres OF se mostré una mayor concentracion de FSH del 6°
al 7° (P<0.1), 12° al 13°, del 16° al 21° (P<0.01) y 22° al 23° (P<0.05) dia del
ciclo estral, que las de dos OF (Grafica 10).

Las vacas de tres OF de la época de evaluacion calida mostraron mayor
concentracion sérica de FSH en los dia 0 y el 1° y del 8° al 23° dia del ciclo
(P<0.05), que lo observado en las de dos OF de la misma época (P<0.05). Asi
mismo las vacas de tres OF de época templada tuvieron una menor concentracion
de FSH del 12° al 19° y del 24 al 25° dia del ciclo, con respecto a lo observado en
las de tres OF de época calida (P<0.05) (Grafica 11).

3. NUMERO DE FOLICULOS PEQUENOS

Vacas con una duracion del ciclo estral menor a 21 dias

Las vacas de la época calida tuvieron mas foliculos pequenos del 4° al 5° y del 14°
al 15° dia del ciclo que lo observado en época templada (P<0.05) (Grafica 12). En
vacas de tres OF se observaron mas foliculos pequenos del 4° al 5° y del 14° al
15° dia del ciclo estral, que lo observado en vacas de dos OF (P<0.05) (Gréfica

13). Las vacas de tres OF de época calida tuvieron un mayor numero de foliculos
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pequenos del 14° al 15° y del 20° al 21° dia del ciclo estral, que lo observado en
vacas de dos OF de época templada (P<0.05) (Grafica 14).

Vacas con una duracion del ciclo estral entre 22 y 25 dias

En vacas de época calida el mostraron mas foliculos pequefios del 6° al 7°, del 12°
al 13° (P<0.05), del 16° al 17° (P<0.1) y del 20° al 23° (P<0.01) dia del ciclo
estral. Mientras en los tres primeros dias del ciclo, -las vacas de época templada
tuvieron mas foliculos pequenos (P<0.05) (Grafica 15). La Grafica 16 muestra en
las vacas con tres OF mas crecimientos de foliculos pequernos del 8° al 9°
(P<0.1), del 12° al 13° y del 20° al 21° (P<0.05) dia del ciclo estral, que lo
mostrado en vacas con dos OF (P<0.05). Las vacas de dos OF de época calida
presentaron mayor crecimiento de foliculos pequefos los dias 10 al 11 y del 20 al
23 del ciclo estral, que lo observado en vacas de dos OF de época templada
(P<0.05).

4. NUMERO DE FOLICULOS MEDIANOS

Vacas con una duracion del ciclo estral menor a 21 dias

En vacas de época templada tuvieron mas foliculos medianos del 0 al 3° (P<0.05),
del 6° al 7° (P<0.01) y del 10° al 13° (P<0.1) dia del ciclo estral (Grafica 18). Las
vacas de dos y tres OF fueron similares en cuanto al ndmero de foliculos
medianos a lo largo del ciclo estral (P>0.05), excepto del 6° al 7° dia del ciclo
estral (P<0.01).

Vacas con una duracion del ciclo estral entre 22 y 25 dias

En la Grafica 19 se muestra en vacas de época calida hubo mas foliculos
medianos en los ultimos cuatro dias del ciclo estral (P<0.1). Las vacas con tres OF
presentaron mas foliculos medianos los primeros dos dias del ciclo estral
(P<0.05). Sin embargo, entre el 4° y 5° dia del ciclo estral las vacas de dos OF

mostraron mas foliculos, que en las de tres OF (P<0.05).
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5. NUMERO DE FOLICULOS GRANDES

Vacas con una duracion del ciclo estral menor a 21 dias

En la Grafica 21 se observa en vacas de tres OF un mayor numero de
crecimientos de foliculos grandes del 2° al 3° (P>0.01) y del 6° al 7° (P>0.1) dia del

ciclo estral.

Vacas con una duracion del ciclo estral entre 22 y 25 dias

En las vacas de época calida hubo mas foliculos grandes del 12° al 13° (P<0.01)
y 22° al 23° (P<0.05) del ciclo estral (P>0.01). Mientras tanto, en las vacas de
época templada mostraon mas foliculos grandes del 16° al 17° (P<0.01) (Gréafica
22). Las vacas con tres OF tuvieron mas foliculos grandes los los dos primeros
dias del ciclo, del 4° al 5° (P<0.05), del 10° al 11° (P<0.05) y del 22° al 23°
(P<0.01) dia del ciclo estral, que lo observado en vacas de dos OF (Grafica 23).

Las vacas de tres OF de épocas calidas mostraron mas foliculos grandes a lo
largo del ciclo estral, con respecto a lo encontrado en vacas de dos OF de época
templada y calida (P<0.05) y en vacas con tres OF de época templada (P<0.05)
(Gréfica 24).

6. CONCENTRACIONES SERICAS DE PROGESTERONA

Vacas con una duracion del ciclo estral menor a 21 dias

Las vacas de época calida tuvieron menores concentraciones plasmaticas de P4
entre el 8° y 9° dia del ciclo estral (P<0.01) (Grafica 25). Las vacas de una época
previa calida tuvieron menor concentracion de P4 del 14 al 17° dia del ciclo estral
(P<0.1) (Grafica 26). EI NOF no afecté las concentraciones séricas de P4 (P>0.05)
(Grafica 27). Las vacas de época templada (TT) tuvieron mayor concentracion de
P4 del 6° al 9° dia del ciclo (P<0.05), en comparacién con las de época calida
(P<0.05). Entre el 14° y 17° dia del ciclo las concentraciones de P4 de las vacas
TT fueron superiores a las observadas en vacas del grupo CT (P<0.05) (Grafica
28).
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Vacas con una duracion del ciclo estral entre 22 y 25 dias

En las vacas de época calida las concentraciones de P4 fueron menores del 8° al
9° (P<0.1) y del 16° al 21° dia del ciclo estral (P<0.05), que lo mostrado en vacas
de época templada (Grafica 29). Las vacas mantenidas en condiciones calidas
durante la época previa al estudio tuvieron una menor concentracion de P4 del 20°
al 21° dia del ciclo estral, que lo observado en vacas con una época templada
previa (P<0.01) (Grafica 30). Las vacas de tres ondas OF mostraron- mayor
concentracion de P4 entre el 14° y 15° (P<0.05) y del 20° al 23° dia del ciclo estral,
que lo observado en vacas de dos OF (P<0.01) (Grafica 31).

En la Grafica 32 se muestra que en las vacas del grupo TT una mayor
concentracion sérica de P4 del 16° al 17° (P<0.05) y del 18° al 21° (P<0.01) dia del
ciclo estral, que lo observado en vacas del grupo CC y TC (P<0.05). Asi mismo,
las vacas de las épocas CT y TC tuvieron una mayor concentracion de P4 en los
dias 20 y 21 del ciclo estral, que las vacas de la época CC (P<0.01). Las vacas de
la época TC tuvieron una mayor concentracion de P4, en los dias 12 y 13 del ciclo,

que las observadas en las vacas de la época CC (P<0.09).

7. CONCENTRACIONES SERICAS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
PARECIDO A LA INSULINA TIPO I (IGF-I)

En la Grafica 1(3)3 se puede observar que las vacas de tres OF tuvieron mayor
concentracion sérica de IGF-| del 8° al 10° dia del ciclo estral, que lo observado en
vacas de dos OF (P<0.05). Las concentraciones de IGF-I en las vacas de época
templada fueron mayores en los dias 6 (P<0.01), 8 y 10 (P<0.05) del ciclo estral y
en el dia - 5, antes de la manifestacion del nuevo estro (P<0.01) (Grafica 34).
Vacas de dos y tres OF de la época calida y en vacas de dos OF de la época
templada tuvieron una menor concentracion de IGF-| en los dias 6, 8 y 10 del ciclo
estral y en los dias -7, -5, -3 y -1 con respecto a lo observado en vacas con tres
OF de época templada (P<0.05) (Grafica 35).
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DISCUSION

1.1. Efecto del estrés calorico sobre el desarrollo y dominancia folicular

El hecho de que la mayoria de las vacas que mostraron tres ondas foliculares
durante el ciclo estral (81 %, 14/22) se hayan concentrado en las épocas de estrés
caldrico, esta indicando que se altera el funcionamiento de los foliculos emergidos
de la primera y segunda ondas de crecimiento folicular, observandose una pérdida
anticipada de su dominancia. Esto mismo se ha observado en vacas Holstein
expuestas a estrés caldrico en camaras climaticas durante la primera (Badinga et
al., 1993; Wolfenson et al., 1995) y la segunda mitad del ciclo estral (Trouth et al.,
1998; Wilson et al., 1998).

Las vacas que ovularon un foliculo emergido de una segunda onda de crecimiento
folicular, en condiciones de estrés calodrico, tuvieron mas dias de crecimiento,
caracteristica que ha sido asociada a la ovulacién de foliculos de mayor edad y a
una menor competencia del ovocito para ser fertilizado o para desarrollar un
embrién vigoroso (Badinga et al., 1993; Wolfenson et al., 1995; Trouth et al., 1998;
Wilson et al., 1998; Roth et al., 2000). Por lo que probablemente el estrés caldrico
esta afectando el desarrollo y calidad del foliculo ovulatorio y el ovocito, tanto de
los emergidos de una segunda como de una tercera onda de crecimiento folicular,

independientemente de la duracién de la dominancia.

Cuando se analizé el efecto de interaccion, de las condiciones de ausencia o
presencia de estrés calorico antes y durante el periodo de evaluacion, se observo
un efecto negativo del estrés caldrico sobre la dominancia de los foliculos
emergidos de la primera y segunda onda folicular; lo que permite suponer un
posible efecto retrasado del estrés calérico, como fue informado por Roth et al.
(2000), lo que puede comprometer las funciones de las células de la teca y de la
granulosa, y por ende la calidad del foliculo y del ovocito (Wolfenson et al., 1997;
Roth et al. 2000; Guseloglu et al., 2001), que en conjunto, juegan un papel

importante sobre la fertilidad de vacas lecheras.
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Lo anterior se confirma cuando tratamientos repetidos con factor liberador de las
gonadotropinas y la aspiraciéon frecuente de los foliculos mayores de 5 mm
(Gozeloglu et al., 2001) y de 3 a 7 mm (Roth et al., 2001 b) durante varios ciclos
estrales permite el reclutamiento de foliculos de mejor calidad e incrementa el
porcentaje de desarrollo embrionari hasta el estadio de blastocisto. No se sabe el
mecanismo exacto por el cual el estrés caldrico puede afectar a los foliculos y a
los ovocitos, pero se ha descrito, que se produce un dafio en la comunicacion
intercelular entre las células de la granulosa, del cimulo y del ovocito (Roth et al.,
2001 a; Al-Katananni et al., 2002), se afecta la competencia del ovocito para ser
fertilizado (Sartori et al., 2002; Al-Katananni et al., 2002), se altera el contenido
IGF-1 del fluido folicular (Ambrose et al., 1999), se reduce la viabilidad de las
células de la granulosa y de las de la teca interna y se producen cambios en la
esteroidogénesis (Wolfenson et al., 1993; Wolfenson et al., 1997; Roth et al.,
2001a). Esto implica, que algunos foliculos pudieron haber sido afectados aun
antes de su reclutamiento, lo que se traduce en la prolongacion de los efectos del
estrés caldrico sobre la fertilidad, ain en los meses con condiciones climaticas

mas confortables.

En las vacas que se mantuvieron en estrés caldrico, independientemente del
numero de ondas foliculares, se observé una menor concentracion de los valores
de IGF-l, independientemente del nimero de ondas foliculares. Esto refuerza la
hipotesis, que la baja fertilidad esta relacionada con problemas en la maduracion
folicular y del ovocito, ya que se ha demostrado que una disminucién de las
concentraciones séricas de IGF-I, insulina y glucosa afectan negativamente el
desarrollo y la funcién de las células foliculares (Lucy, 2000; Spicer et al., 2000;
Driancourt, 2001).

Un menor nivel de IGF-I reduce la sensibilidad de las células foliculares a las
gonadotropinas (Chase et al., 1998; Armstrong et al., 2001), la capacidad
esteroidogénica, la division de las células de la granulosa (Hammond et al., 1988);

y la tasa de crecimento de los foliculos (Beam y Butler, 1998; Chase et al., 1998;
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Bossis et al.,, 2000); ademas de reducir las concentraciones circulantes de P,
(Chase et al., 1998; Yung et al., 1996), la sintesis de inhibina y la probabilidad de
ovulacion de los foliculos dominantes (Staples et al., 1990; Monget y Manniaux,
1995; Roche, 1996; Beam y Butler, 1997; Lucy, 2000; Driancourt, 2001; Webb et
al., 2003).

De hecho, una de las estrategias descritas durante el posparto temprano ha sido
incrementar la densidad energética de la dieta para incrementar la concentracion y
la frecuencia de los pulsos de hormona luteinizante (LH), insulina e IGF-Il, y por
ende aumente la respuesta del foliculo a la LH, se incremente la esteroidogénesis,
y la probabilidad de ovulacion (Staples et al., 1990; Beam y Butler, 1997; Beam y
Butler, 1998). Es claro entonces, la existencia de un papel importante de la
hormona de crecimiento y del IGF-1 sobre la funcion ovarica, que podrian estar
inmiscuidas en un problema de anovulacion de las vacas durante el verano. Esto
ultimo, puede estar relacionado incluso con el papel que pudieran estar jugando
las concentraciones reducidas de las hormonas tiroideas durante el verano, que
pueden interferir con la secreciéon de la hormona luteinizante o con la respuesta
ovarica a esa hormona, y con ello propiciar una menor tasa de ovulacién, lo cual
ha sido demostrado en vacas superovuladas con hipotiroidismo inducido (Bernal et
al., 1999).

1.2. Efecto del estrés caldrico y el numero de ondas foliculares sobre las
caracteristicas de desarrollo folicular y las concentraciones séricas de
hormona foliculo estimulante (FSH)

Las vacas con tres OF de las épocas calidas mostraron una mayor concentracion

de FSH en varios dias del ciclo estral, que lo observado en vacas con dos OF de

épocas templadas. También es de resaltar el hecho, que el 70.0 % (7/10) de las
vacas con tres OF (7/10), se presentaron cuando las condiciones de estrés
caldrico estaban presentes, durante el periodo de estudio. Esto demuestra una
pérdida de la dominancia folicular en vacas con tres OF de las épocas con estrés

caldrico, siendo mas acentuado este efecto en las vacas con un ciclo estral mas



largo. Esto ultimo era esperado, ya que 87 % (14/17) de las vacas con tres OF
presentaron un ciclo estral mas largo estuvieron dentro del grupo de vacas con un
ciclo estral entre 22 y 25 dias. La pérdida de la dominancia, en otros estudios se
ha relacionado con una reduccion de la concentracion sérica de estradiol
(Wolfenson et al., 1995) e inhibina y un incremento de la concentracién sérica de
FSH en los dias 8 al 13 del ciclo estral (Roth et al., 2000), que se ha acompafnado
con una emergencia temprana del segundo foliculo dominante preovulatorio
(Wolfenson et al., 1995; Roth et al., 2000).

Los mayores crecimiento de foliculos pequefios y grandes en vacas de épocas
calidas y con tres OF durante el ciclo estral, cuyo efecto fue mas acentuado en
vacas con un ciclo estral mas largo. Estos resultados, apoyan el efecto del estrés
caldrico sobre la pérdida de la dominancia folicular, que permite la emergencia de
nuevas oleadas de crecimiento folicular y el desarrollo de los foliculos medianos
hacia tamanos mayores o preovulatorios. Datos que coinciden con lo informado en
otros estudios (Wolfenson et al., 1995; Roth et al., 2000) quienes han encontrado
una relacion de la emergencia temprana del segundo foliculo dominante
preovulatorio (Wolfenson et al., 1995; Roth et al.,, 2000) con incremento del
numero de foliculos mayores emergidos de la primera onda folicular (Wolfenson et
al., 1995).

1.3. Efecto del estrés calorico sobre la funcion latea

El estrés calorico deprimio la concentracion sérica de P4 durante la fase lutea, que
coincide con lo observado en otro estudio donde se observdé una menor
concentracién sérica de los niveles de P4 del 6 al 18° dia del ciclo estral y de su
pico durante la fase lutea, que lo observado en vacas en los meses de invierno
(Rosenberg et al., 1982; Howell et. al., 1994).

Cuando se analizé la interaccion de la ausencia o presencia de estrés caldrico

antes y durante el periodo final del desarrollo folicular, se observé una mayor

depresion de la concentracion de P4 en las épocas calidas, comparados con las
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concentraciones altas de P4 de las vacas mantenidas en épocas templadas Esto
demuestra, un efecto negativo del estrés calorico sobre la funcién del cuerpo lateo
desde antes de su formacion y durante su desarrollo. Este efecto aparente de
acarreo del calor se ha informado en un estudio realizado en lIsrael, donde en
vacas expuestas a estrés calorico del verano durante dos se observé un menor
numero, viabilidad y produccion de progesterona de las células lateas incubadas
- con LH. Lo que fue atribuido a una menor capacidad de sintesis de progesterona
de las células lateas del verano por un efecto de acarreo del calor, lo que pudiera

reducir la prefiez en el verano (Wolfenson et al. 1993).

Las concentraciones circulantes altas de P4 estan relacionadas positivamente con
el reconocimiento materno de las prefiez y se sugiere que a concentraciones altas
durante el periodo critico son importantes para el mantenimiento de la gestacion
(Biggers et al., 1987). Es por esto, que las bajas concentraciones de P4 pudieran
explicar en parte la baja fertilidad asociada en vacas lecheras, ya que es uno de
los principales reguladores de la sintesis del interferon tau por parte del embrién,

para que se de el reconocimiento materno de la prefiez (Mann et al., 1999).

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

El estrés caldrico reduce la dominancia folicular, incrementa el nimero de ondas
foliculares durante el ciclo estral, reducen los dias de crecimiento y el diametro
maximo de los foliculos dominantes. El porcentaje de vacas que ovulan de un

tercer foliculo dominante es mayor en la época calida.

Las épocas calidas no tuvieron un efecto sobre las concentraciones de FSH. Sin
embargo, las vacas de tres ondas foliculares tuvieron una mayor concentracion de
FSH durante el ciclo estral y mayores crecimientos de foliculos menores de 5 mm
y mayores de 10 mm durante el ciclo estral. Las concentraciones de IGF-| fueron
menores en vacas con dos y tres ondas foliculares de épocas calidas. Todos estos

eventos son indicativos de una pérdida de la dominancia folicular. Por otra parte,
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el estrés caldrico afecta negativamente las concentraciones de progesterona, con

lo que existe un posible efecto de acarreo del calor.

La pérdida de la dominancia observada por efecto del estrés calérico,
probablemente indique que el desarrollo y calidad del foliculo ovulatorio y el
ovocito estan siendo comprometidos, lo que necesariamente se relaciona con una

menor fertilidad y con una menor viabilidad del desarrollo embrionario temprano.

Otro aspecto a considerar en condiciones de estrés caldrico es que se estén
incrementando los problemas de anovulacion, donde al parecer juegan un papel
importante los factores de crecimiento y las hormonas tiroideas. Una menor
funcion litea en los meses calidos, y los posibles efectos de acarreo del estrés
calorico, sobre la viabilidad y funcién de las células liteas, es otro punto a

considerar para elaborar estrategias que permitan la sobrevivencia embrionaria.
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CUADRO 6. Medias minimo cuadraticas, por efecto de las condiciones climaticas
durante el estudio, de la emergencia (d), dias de crecimiento (d) y la tasa de
crecimiento (mm/dia) de los foliculos dominantes (FD) de la primera a la tercera
emergencia (1,2) durante el ciclo estral en las diferentes épocas de estudio en
vacas Holstein lactantes

FD Variables N Templada-D | n Calida -D
1 Emergencia, d 24 1.39+0.32 a 35 127 +0.25a
Dias Crecim, d 24 7.64 £060a 35 594 +045¢c
Tasa Crecim, mm/dia | 24 1.75+0.17 a 35 1.91+0.13 a
Dia Diam. Max, d 24 8.73+0.66 a 35 727 +£050d
Diam. maximo,mm | 24 | 1767 +062a | 35| 17.42+047 a
Fase de meseta, d 24 1.07 £ 0.54 a 35 251+041c

2 Emergencia, d 25 9.17+0.91a 35| 10.01 +0.69 a
Dias Crecim, d 25 8.95+0.83a 35 7.09+063d
Tasa Crecim, mm/dia | 25 141+0.18 a 35 167 £0.14 a
Dia Diam. Max, d 25 18.12+0.82a [ 35| 17.10+0.62 a
Diam. maximo, mm | 25 18.18 +0.55a [ 35| 16.36 £0.42b
Fase de meseta, d 25 0.98 +0.37 a 35 224+028b

a, b/ Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.01).
a, ¢/ Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.05).
a, d / Distintas literales por renglon indican diferencia (P<0.1).

CUADRO 7. Medias minimo cuadraticas de la emergencia (d), dias de crecimiento
(d) y tasa de crecimiento (mm/dia) de los foliculos dominantes emergidos de cada
onda folicular (1,2) durante el ciclo estral para el efecto de dos (dos OF) y tres
(tres OF) foliculares en vacas Holstein lactantes

FD Variables n Dos OF N Tres OF
1 Emergencia, d 37 145+024a |22 1.21+0.32 a
Dias Crecim, d Y] 7.71+ 043 a 22 587 +059b
Tasa Crecim, mm/dia | 37 1.82+0.12 a 22 190+0.17 a
Dia Diam. Max, d 37 9.01+0.48 a 22 6.99+065b
Diam. maximo,mm | 37 | 19.06 +045a |22 | 16.04+061b
Fase de meseta, d 37 2.07+0.39a |22 1.51+0.54 a

2 Emergencia, d 38 | 12.09+067a |22 | 7.09+091b
Dias Crecim, d 38 8.01+0.61a 22 8.03+0.83a
Tasa Crecim, mm/dia | 38 1.59+0.13a 22 149+ 0.18 a
Dia Diam. Max, d 38 | 20.10+060a |22 | 1513+0.82b
Diam. maximo, mm | 38 1727 £+040a |22 | 17.26 £0.55a
Fase de meseta, d 38 1.71+£0.27 a 22 1.50+£0.37 a

a,a/ (P>0.05).
a,b / Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.01).

179



CUADRO 8. Medias minimo cuadraticas de la emergencia (d), dias de crecimiento
(d) y la tasa de crecimiento (mm/dia) de los foliculos dominantes (FD) de la
primera a la tercera emergencia (1,2,3) durante el ciclo estral por efecto de
interaccion de las condiciones climaticas antes y durante el estudio en vacas
Holstein lactantes

EPOCAS

C-T T-T T-C cC-C

FD Parametros (n=13) (n=12) (n =16) (n=19)
1 Emergencia, d 1.03+045a 1.74+043 a 149+036a | 105+045a
Dias de Crec. D 7.39+0.80 cd 7.89+0.81a 6.11+065acd | 5.77+061c
Tasa de Crec., mm/dia | 1.65+-0.23 a 1.84+0.24 a 176 £+0.19 a 219+0.18d
Dia Diam. Max, d 8.36 £ 0.89 ac 9.09+0.90a 766+072ac | 6.88+067cC
Diam. Maximo, mm 17.56+0.84 a 17.8+0.85a 17.2+ 067 a 176+ 063 a
Fase meseta, d 1.16 +0.73 a 0.98+0.74 a 1.87+059ab | 3.15+0.55b
2 Emergencia, d 968 +1.25a 865+121a 9.05 +100a |10.96+094a
Dias de Crec.D 8.57+1.14a 932+1.11a 7.99+092ac | 6.19+0.86¢C
Tasa de Crec., mm/dia 1.16+025a 167024 a 1.52+0.20 a 1.81+018¢c
Dia Diam. Max, d 18.2+1.12 a 18.0+1.09 a 17.0+0.90 a 171+ 0.84 a
Diam. Maximo, mm 18.3+0.75b 18.0+0.73 ab 16.4+060c¢c 16.3+0.57 ¢
Fase meseta, d 0.97 + 0.51 ad 098+0.49 a 246+041c |202+038dc

3 Emergencia, d 19.7 £3.2 11.2+£28 15.5+ 1.4 18.1+£1.3

Dias de Crec. D 39+£19 86+16 75+0.8 56+07

Tasa de Crec., mm/dia 23+05 1.3+04 1.8+02 20+02

Dia Diam. Max, d 23.5+3.0 18.4+23 229+1.3 236+1.2

Diam. Maximo, mm 16.4 +1.9 18.2+15 16.9+ 0.8 16.3+ 0.8

N obs para FD3: Temp — Temp = 2, Temp — Cal = 8, Cal — Temp= 2, Cal - Cal = 10.
a,b/ Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.01)

a,c/b, ¢/ Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.05)

a,d / Distintas literales por renglén indican diferencia (P<0.1)
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GRAFICA 2 y 3. Numero de ondas foliculares por época de estudio: calida —
templada (CT), templada — templada (TT), Templada — Célida (TC) y Calida —
Calida (CC) en vacas Holstein lactantes de Aguascalientes

GRAFICA 2 GRAFICA 3
] S p— i = —

NOF NOF

27 1 2.8

e e e === ! <
| 24 41— —] | 2.4

2 3 ., — —_——— T —
‘ 2.2 T == 2.2 T —
| 21 222 Ras| |2 b 52l 22 2.5
| ; . 441 ? 2
i cT TT TC cc | Templada Calida
ﬁ Epocas de Estudio I Epocas de Estudio

TT vs CC (P<0.05) TCyCCvsCTyTT (P<0.05)

TT vs TC (P<0.12)
CT vs CC (P<0.13)

GRAFICA 4 y 5. Intervalo entre estro con dos y tres ondas foliculares durante un
ciclo estral, y tasa de ovulacion del foliculo dominante (FD) de acuerdo a la época
de estudio (templada vs calida) en vacas Holstein lactantes del estado de
Aguascalientes

GRAFICA 4 GRAFICA 5
T o L OSegundoFD
DIAS OTercer FD |
25 '
24 —— !
23 ~ — %7 = |
22 T — |
A1 | .
| 20— S —
G | 1 S— .
e | - |
| DOS OF TRES OF CT+TT TC+CC t
! NUMERO DE ONDAS FOLICULARES EPOCAS DE ESTUDIO |
Dos OF vs tres OF (P<0.05) CT+TTvs TC + CC (P<0.05)
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GRAFICA 6. Concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante (FSH)
para el efecto de época durante el periodo de estudio (EPO), a lo largo del ciclo
estral, en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
N | —e—EPO - Templada
FSH —@— EPO - Calida
ng/ml
0.45
0.43
0.41 -
0.39
0.37 +—
0.35
0.33
029_ ————— SR — = - T S
0.27 — - - - —
0.25

0-1 2-3 45 6-7 89 10- 12- 14- 16- 18- 20-
11 13 18 17 19 21

Dias del Ciclo Estral

GRAFICA 7. Concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante (FSH)
para el efecto de nimero de ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

—e—dos OF

FSH —— tres OF

ng / mi ) -
0.6

0.55

0.5

0.45

0.4 -

0.35

| 0.3 )

0.25 - : : . ,
0-1 23 45 67 89 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21

Dias del Ciclo Estral

(f (P<0.05) l (P<0.01)

182



GRAFICA 8. Concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante (FSH) , a
lo largo del ciclo estral, para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas
durante el periodo de estudio (EPO) y el nimero de ondas foliculares (Dos OF o
Tres OF), en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

FSH

0.45

0.4

0.35

0.3

0.25
0.2

l(P<o.o1)

—&—EPO Temp - 20F |
—8— EPO Calida - 20F |
—a—EPO Cilida - 30F |

0-1

2-3 4-5 6-7 89 1011 1213 1415 16-17 18-19 20-21

Dias del Ciclo Estral

? (P<0.05)

GRAFICA 9. Concentracion sérica de la hormona foliculo estimulante (FSH) para
el efecto de la época (EPO) durante el periodo de estudio, a lo largo del ciclo
estral, en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

FSH
ng / ml
0.45

~ —e—EPO Templada
Q ? —8— EPO Calida

043 T

0.41
0.39
| 0.37
| 0.35 ¢

0.33 {—

[ 031
0.29
0.27
0.25

v

..—\\—;-—-

0.23

0-1

? (P<0.05)

2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-16 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25
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GRAFICA 10. Concentracion sérica de la hormona foliculo estimulante (FSH) para
el efecto del numero de ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

FSH

ng/ mi
0.53 | l

——dos OF
—&—tres OF

0.48

| 0.43

0.38 -

0.33

0.28 |-

0.23 |

0.18 . . .
01 23 45 67 89 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25

Dias del Ciclo Estral

l (P<0.01) (f (P<0.05) If (P<0.1)

GRAFICA 11. Concentraciones de FSH, para el efecto de interaccion de las
condiciones climaticas durante el periodo de estudio (EPO) y el numero de ondas
foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas con intervalo entre celos de 22 a 25 dias
e R - - —e—EPO Templada - Dos OF |
FSH —8— EPO Templada - Tres OF

ng / mli —a— EPO Calida - Dos OF
0_? —&— EPO Calida - Tres OF

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1 -

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 1213 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25
Dias del Ciclo Estral

Valores circulados entre ellos indican diferencia, dentro de los mismos dias del ciclo estral,
Indican diferencia significativa (P<0.05).
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GRAFICA 12. Numero de foliculos menores de 5 mm (FPEQ) para el efecto de
epoca (EPO) durante el estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con
un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

- —e— EPO Templada | |

FPEQ ? | —#—EPO Calida

T

16

15 |

13

|

|

‘ 14
12 |

|

11

10 {—

9

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11  12-13 14-15 16-17 18-19 20-21

| Dias del Ciclo Estral
(i) (P<0.05)

GRAFICA 13. Numero de foliculos menores de 5 mm (FPEQ) para el efecto de
namero de ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
mtervalo entre ceios de 18 a 21 dias

' —e—dos OF |

FPEQ (i) ‘
—u— tres OF
19 — |
18
17
16
15
14
i 13 4
12 % |
11 |

10
o | | |
0-1 2-3 4-5 6-7 89 1011 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 |

?(P<0.05)

Dias del Ciclo Estral
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GRAFICA 14. Numero de foliculos pequefos (FPEQ), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas durante la fase de
estudio (EPO) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

[ - —e— EPO Templada - Dos OF

FPEQ —8— EPO Clida - Dos OF
—a— EPO Clida - Tres OF

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 1415 16-17 18-19 20-21

, Dias del Ciclo Estral
? (P<0.05)

GRAFICA 15. Numero de foliculos pequefios (FPEQ) para el efecto de la época
durante el periodo de estudio (EPQO), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein
con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

" FPEQ

 —e—EPO Templada |
—8—EPO Cilida

0-1 2-3 4-5 6-7 89 1011 12-13 1415 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25

Dias del Ciclo Estral

l (P<0.01) ?(Pco.(}S) ? (P<0.1)
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GRAFICA 16. Numero de foliculos pequenos (FPEQ) para el efecto del nimero de
ondas foliculares a lo largo del ciclo estral en vacas Holstein con un intervalo entre
celos de 22 a 25 dias

FPEQ -+dO_SOFi

+tres.0F_l
16 =) ) et
15
14
13
12
11 | ¥

10

O ~N oo

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25 ,

Dias del Ciclo Estral
?(mo.os) If (P<0.1)

GRAFICA 17. Numero de foliculos pequefios (FPEQ), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas durante la época de
estudio (EPO) y el nimero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
S - - —e—EPO Templada - Dos OF |
FPEQ Sogstme o
i —e— EPO Calida - Tres OF
17
16
15
14
| 13
12 |
11 A
10
g === — Plasta:

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25
Dias del Ciclo Estral

Valores circulados, en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).
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GRAFICA 18. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto de época
durante el periodo de estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 18 a 21 dias

- [—e— Epoca Templada |
i+ Epoca Calida

FMED
3

28

2]

| 1.5 1{—

1

0.5 -

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 1213 14-15 16-17 18-19 20-21 |

Dias del Ciclo Estral
| P0.01) [f (P<0.1)

GRAFICA 19. Nimero de foliculos medianos (FMED) para el efecto de la época
durante el periodo de estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 22 a 25 dias

: ‘—e—EPO - Templada |
FMED —8—EPO-Calida |

0-1 2-3 4-5 6-7 88 1011 1213 14-15 1617 18-19 20-21 22-23 24-25
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Ef (P<0.1)
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GRAFICA 20. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto del nimero de
ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 22 a 25 dias

FMED —&—dos OF
(P —&— tres OF
25 il

0-1 2-3 4-5 6-7 89 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25 |

Dias del Ciclo Estral
? (P<0.05)

GRAFICA 21. Nimero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto del nimero de
ondas foliculares a lo largo del ciclo estral en vacas Holstein con un intervalo entre
celos de 18 a 21 dias

FGRA —T—dOSEF ]
—&—tres OF

3

25

0.5

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21
Dias del Ciclo Estral

| (<009 ? (P<0.1)
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GRAFICA 22. Numero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto de la época
durante el periodo de estudio EPO), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein
con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

FGRA  —e—EPO - Templada
—8— EPO - Calida

05

0-1 23 4-5 6-7 8-g 10-11 12-13 14-15 16-17 18-18 20-21 22-23 24.25

Dias del Ciclo Estral

l (P<0.01) ?(P<o‘05)

GRAFICA 23. Numero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto del nimero de
ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 22 a 25 dias

EGRA —&—dos OF
tres CiF

2.5

23

2.1

1.9

1.7
\ 15

1.3
1
‘ 0.9

0.7
0.5

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25
Dias del Ciclo Estral

l (P<0.01) ?(P<0,05) ? (P<0.1)
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GRAFICA 24. Numero de foliculos grandes (FGRA), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas durante la época de
estudio (EPO) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

—e—EPO Templada - Dos OF |
| —@—EPO Templada - Tres OF |
FGRA —a&—EPO Calida - Dos OF |
| % | "@—EPOCalida-TresOF |
| 2541=
| .
o |
|
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| 1 |
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0.5 +———— — —
0

0-1 2-3 4-5 6-7 89 10-11 12-13 1415 16-17 18-19 20-21 22-23 24-25 |
Dias del Ciclo Estral

Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).
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GRAFICA 25. Concentracién sérica de progesterona (ng/ml) para el efecto de la
época durante la época de estudio (EPO), a lo largo del ciclo estral, en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

—e—EPO Templada

P4

‘ng!ml |
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? (P<0.01)
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GRAFICA 26. Concentracién sérica de progesterona (ng/ml) para el efecto de la
época previa al estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un

intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 27. Concentracion sérica de progesterona (P4, ng / mll) para el efecto
del nimero de ondas foliculares a lo largo del ciclo estral en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 18 a 21 dias

P4 ) .—0—dos OF
nglm] _+tI'ES OF
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GRAFICA 28. Concentracion sérica de progesterona (P4, ng / mll) para el efecto
de interaccion de las épocas previa y durante el periodo de estudio, a lo largo del
ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 29. Concentracion sérica de progesterona (P4) para el efecto de la
epoca durante el periodo de estudio (EPO), a lo largo del ciclo estral, en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

P4 —e—EPO Templada |
—8— EPO Calida
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l(P<0.01)- ?(F—MD,OS) ?—(P‘CM)-_

GRAFICA 30. Concentracion sérica de progesterona (P4) para el efecto de época
previa al periodo de estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con
un intervalo entre celos de 22 a 25 dias

—e—TA - Templada |
P4 —8—TA - Céalida
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GRAFICA 31. Concentracién sérica de progesterona (Ps) para el efecto del
numero de ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 32. Concentracion sérica de progesterona (P4) para el efecto de la
interaccion de las épocas previa y durante el periodo de estudio, a lo largo del
ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICAS 33, 34 y 35. Concentracion sérica del factor de crecimiento parecido a
la insulina tipo | (IGF-I) para el efecto del nimero de ondas foliculares,época de
estudio y su efecto de interaccion, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein

GRAFICA 33 GRAFICA 34
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GRAFICA 35
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GRAFICA 1. Concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante (FSH)
para el efecto de época previa al periodo de estudio (TA), a lo largo del ciclo
estral, en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias

—-0—?A_—Tempfada
FSH —&—TA - Calida

] 1 |
I+ 1.7

0.5

045 —T7

0.4 +

0.35 {—

0.3

025

0.2
0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11  12-13 14-15 16-17 18-19 20-21

Dias del Ciclo Estral
l (P<0.01) <f(M}.c}S)

GRAFICA 2. Concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante (FSH) a
lo largo del ciclo estral, para el efecto de interaccion delas condiciones climaticas
durante la época previa al estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o
Tres OF), en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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Valores circulados entre ellos indican diferencia, dentro de los mismos dias del ciclo estral,
Indican diferencia significativa (P<0.05).



GRAFICA 3. Concentracion sérica de la harmona foliculo estimulante (FSH) para
el efecto de la época previa (TA) al periodo de estudio, a lo largo del ciclo estral,
en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 4. Concentraciones séricas de hormona foliculo estimulante (FSH) , a lo
largo del ciclo estral, para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas
durante la fase previa al estudio (TA) y el nimero de ondas foliculares (Dos OF o
Tres OF), en vacas Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Indican diferencia significativa (P<0.05).



GRAFICA 5. Numero de foliculos menores de 5 mm (FPEQ) para el efecto de
época (TA) previa al estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 6. Numero de foliculos pequenos (FPEQ), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas previa a la fase de
estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).



GRAFICA 7. Numero de foliculos pequefios (FPEQ) para el efecto de la época
previa al periodo de estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con
un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 8. Numero de foliculos pequefios (FPEQ), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccién de las condiciones climaticas durante la fase previa al
estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa

(P<0.05).

GRAFICA 9. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto de época
previa al estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 18 a 21 dias

—4— TA - Templada
FMED —8—TA - Calida
3

2.5

0-1 2-3 4-5 B6-7 8-9 10-11 12-13 14-15 16-17 18-19 20-21
Dias del Ciclo Estral

l (P<0.01) ? (P<0.1)

GRAFICA 10. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto del nimero de
ondas foliculares, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 18 a 21 dias
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estudio (EPO) y el nimero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 12. Numero de foliculos pequefios (FMED), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas en la fase previa del
estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, Indican diferencia significativa (P<0.05).

GRAFICA 13. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto de la época

previa al estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 13. Numero de foliculos medianos (FMED) para el efecto de la época
previa al estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un intervalo
entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 14. Numero de foliculos medianos (FMED), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas durante la época de
estudio (EPO) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral,indican diferencia significativa (P<0.05).
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GRAFICA 15. Numero de foliculos medianos (FMED), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas durante la fase previa al
estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Valores circulados entre ellos indican diferencia, dentro de los mismos dias del ciclo estral,
Indican diferencia significativa (P<0.05).

GRAFICA 16. Nimero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto de la época
durante el periodo de estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 17. Numero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto de la época
previa al periodo de estudio, a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con un
intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 18. Numero de foliculos grandes (FGRA), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccién de las condiciones climaticas durante la fase de
estudio (EPO y el nimero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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GRAFICA 19. Numero de foliculos grandes (FGRA), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas en la fase previa al
estudio (TA) y el nuimero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 18 a 21 dias
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' EGRA —#— TA Templada - Tres OF
[ —&— TA Calida - Dos OF
—&— TA Calida - Tres OF
| ‘35

‘ 3+

| 2.5 -

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 1415 1617 1819 20-21
Dias del Ciclo Estral

Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).
GRAFICA 20. Numero de foliculos grandes (FGRA) para el efecto de la época

previa al periodo de estudio (TA), a lo largo del ciclo estral, en vacas Holstein con
un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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GRAFICA 21. Numero de foliculos grandes (FGRA), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interaccion de las condiciones climaticas de la fase previa al
estudio (TA) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Valores circulados en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).

GRAFICA 22. Numero de foliculos pequefios (FPEQ), a lo largo del ciclo estral,
para el efecto de interacciéon de las condiciones climaticas durante la época de
estudio (EPQO) y el numero de ondas foliculares (Dos OF o Tres OF), en vacas
Holstein con un intervalo entre celos de 22 a 25 dias
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Valores circulados, en los mismos dias del ciclo estral, indican diferencia significativa (P<0.05).
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