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RESUMEN

FERTILIDAD DE VAQUILLAS HOLSTEIN INSEMINADAS CON SEMEN SEXADO
TRATADAS CON GnRH LOS DIAS 5 Y 12 DESPUES DE LA INSEMINACION

Se probod si la aplicacion de GnRH en los dias 5 y 12 posteriores al servicio
reproductivo aumenta el porcentaje de gestacion en vaquillas Holstein de primer
servicio, inseminadas artificialmente (IA) con semen sexado. Inicialmente se
utilizaron 430 vaquillas de 14 a 15 meses de edad. Las vaquillas se observaron dos
veces al dia para detectar signos de estro y se IA de acuerdo con el sistema am-
pm/pm-am. Posteriormente se depuré la base de datos tomando como criterios de
inclusion que el toro participara en ambos tratamientos y la fertilidad del toro; para
ello se eliminaron toros considerados como infértiles (0 % de gestacion) y subfértiles
(> 0y < 29.2% de gestacion), permaneciendo para el analisis estadistico definitivo
los datos de 373 vaquillas servidas con semen proveniente de 9 toros feértiles (>29.2
% de gestacion). Las vaquillas se asignaron al azar en dos grupos: GnRH (n=205)
y testigo (n=168). Las vaquillas del grupo GnRH recibieron dos inyecciones por via
intramuscular de Gonadorelina (100 ug de GnRH), la primera el dia 5 y la segunda
el dia 12 después de la IA. El diagndstico de gestacion se realizd por palpacion
transrectal a partir del dia 45 después de la IA. La contribucién relativa de cada
factor para la probabilidad de gestacion se determind mediante analisis de regresion
logistica. La gestacion se consider6 como variable dependiente, mientras que el
tratamiento (GnRH o testigo), el técnico inseminador (2) y el toro (9) se consideraron
como variables independientes. El andlisis estadistico se realizé con el paquete
SPSS 20.0 (IBM Inc., Armonk, NY, USA) de acuerdo al método de Hosmer y
Lemeshow (2000). El tratamiento con GnRH no afectd (p=0.87) el porcentaje de
gestacion (34.6%; 71/205) de las vaquillas con respecto a las del grupo testigo
(35.7%; 60/168). No se observo efecto de los factores técnico inseminador ni toro
(p>0.05). Se concluye que la inyeccion de GnRH en los dias 5y 12 después de la
IA no aumenta el porcentaje de gestacion en vaquillas Holstein de primer servicio e
inseminadas con semen sexado. Ademas, los factores examinados, toro e
inseminador, no contribuyeron a explicar la variacion en el porcentaje de gestacion
de las vaquillas.

Palabras clave: Vaquillas lecheras, porcentaje de gestacion, GnRH, semen sexado



ABSTRACT

FERTILITY OF HOLSTEIN HEIFERS INSEMINATED WITH SEXED SEMEN
TREATED WITH GnRH ON DAYS 5 AND 12 AFTER INSEMINATION

It was tested whether or not the application of GhnRH on days 5 and 12 after the first
reproductive service increased the pregnancy rate (PR) in Holstein heifers, artificially
inseminated (Al) with sexed semen. Initially, 430 heifers from 14 to 15 months of age
were used. Heifers were observed twice a day to detect signs of estrus and were Al
according to the am-pm/pm-am system. Subsequently all heifers Al with infertile (0%
PR) or subfertil sires (> 0y < 29.2% PR) were removed from data and only heifers
(373) Al with semen from nine fertile bulls (>29.2 PR) remained in the experiment.
Heifers were randomly assigned into two groups: GnRH (n = 205) and control (n =
168). Animals of the GnRH group received two intramuscular injections of
Gonadorelin (100 pg of GnRH), the first on day 5 and the second on day 12 after Al.
Pregnancy was determined by rectal palpation between 45 and 60 days after Al. The
relative contribution of each factor to PR was determined by logistic regression
analysis. PR was the dependent variable, whereas treatment (GnRH or control), Al
technician (2) and bull (9) were considered as independent variables. Statistical
analysis was performed using the SPSS 20.0 package (IBM Inc., Armonk, NY, USA)
according to the Hosmer and Lemeshow method (2000). GnRH did not affect
(p=0.87) heifers PR (34.6%; 71/205) relative to control animals (35.7%, 60/168). No
effects were detected of Al technician or bull (p> 0.05). Our conclusion was that
application of GnRH on days 5 and 12 after Al does not affect PR at first service in
Holstein heifers inseminated with sexed semen. Besides, factors examined here
(bull and Al technician) did not explain variation in PR of heifers.

Key words: Dairy heifers, pregnancy rate, GnRH, sexed semen
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1. INTRODUCCION

La infertilidad en el ganado lechero es un problema multifactorial, asociada con el
deficiente desarrollo del foliculo, pobre expresion del estro, baja calidad del ovocito,
fallas en la fertilizacion, un ambiente subdptimo del tracto reproductivo para apoyar
el desarrollo del embridn e inadecuadas condiciones del semen empleado, lo que
se traduce en bajos porcentaje de gestacion y/o en el aumento de la mortalidad
embrionaria (Rizos et al., 2010; Santos et al., 2010). El porcentaje de gestacion de
las vaquillas inseminadas con semen convencional es de 60% en comparacion al
obtenido con semen sexado, el cual es de 45 a 50%, lo que representa del 10 al
15% menos que el obtenido con semen no sexado o convencional (DeJarnette et
al., 2009). De acuerdo con lo anterior, al menos el 10% de la infertilidad, puede
deberse a fallas en la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides por algun
dafio sufrido durante el procesamiento de sexado; alternativamente, las bajas
concentraciones espermaticas de las dosis de semen sexado (1 a 2 x10°) en
comparacion con las dosis normales (10 a 20 x 10° (Andersson et al., 2004;
DeJarnette et al., 2011), contribuyen a los resultados antes mencionados.

Después de la fertilizacion, el desarrollo del cuerpo luteo (CL) y las concentraciones
de progesterona (P4) influyen en la supervivencia embrionaria y mantenimiento del
CL (Thatcher et al., 1997). La mortalidad embrionaria temprana es una importante
causa de infertilidad, ya que en la mayoria de los casos ocurre la fertilizacion y
posteriormente el desarrollo de un embridon; sin embargo éste muere y se
reabsorbe por diversos motivos (Mann y Lamming, 1999; Dunne et al., 2000;
Geary, 2005). La presentacion de muerte embrionaria es cercana al 40% de las
pérdidas reproductivas totales, con la mayor parte de los embriones muriendo entre
los dias 8 y 17 de la gestacion (Thatcher, 2001; Diskin y Morris, 2008).

Para reducir la muerte embrionaria se ha planteado la aplicacion de GnRH en los
dias 5 a 6 después de la inseminacién, para inducir la ovulacion del foliculo
dominante y la formacion de un cuerpo luteo adicional, lo cual se deberia reflejar en

un incremento en los niveles de P4 en sangre (Howard et al., 2006).
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Sin embargo, este tratamiento ha aportado resultados de fertilidad variables: por
ejémplo Martinez et al. (1999) y Bartolome et al. (2005) no encontraron diferencias
entre los animales tratados con GnRH vy los testigos. En contraste, Willard et al.
(2003) y Sterry et al. (2006) observaron un aumento en el porcentaje de gestacion

en los animales tratados con GnRH.

Otro enfoque para disminuir la mortalidad embrionaria se basa en retrasar la
regresion lutea, lo cual permitiria al embrion alcanzar el estado de desarrollo
necesario para promover eficazmente el mecanismo de reconocimiento materno de
la gestacion (Lopez-Gatius et al., 2006b; Ataman et al.,, 2011). Para ello se ha
utilizado GnRH en los dias 12 a 14 después de la inseminacion; sin embargo, los
resultados en fertilidad también son variables habiéndose observado incrementos
en la misma en los animales tratados con GnRH (Peters et al., 2000; Loépez-Gatius
et al., 2006b) o ningun cambio en la fertilidad con respecto a los animales testigo
(Jubb et al., 1990; Szenci et al., 2006). En la literatura disponible no se encontraron
trabajos en los que se hubiera examinado el efecto de la GnRH aplicada de acuerdo
a los dos enfoques mencionados. Por lo anterior, el tema central del presente
estudio se refiere a los efectos de la GhnRH aplicada los dias 5y 12 después de la

inseminacion en la fertilidad de vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado.

2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Porcentaje de Gestacion de vacas y vaquillas Holstein

2.1.1 Porcentaje de Gestacion de vacas Holstein

La falla en la gestacion es un problema de infertilidad muy importante en los hatos
lecheros. La fertilidad de las vacas lecheras ha disminuido en los ultimos 50 afios
(Lucy, 2001), de esta manera durante los afios 50-60 se lograba gestar un 65% de
las vacas inseminadas mientras que en los afios 90 disminuyo a solo el 40% (Figura
1). En el 2010 se calculaba un porcentaje de gestacion de alrededor de 35%. Asi
mismo, la tasa de fertilizacién en la década de los 80 era del 95%, mientras que
actualmente se estima que la tasa de fertilizacion se ha reducido a 83% (Butler,
1998; Santos et al., 2010).


file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_101
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_14
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_159
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_142
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_92
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_113
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_92
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_76
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_145
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_97
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_23
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_128

100 10000

o

- - - L1 LI o
1951 1975 1985 1996 2010

S 90 9000 2
S 80 8000 <
S 70 . 7000 =<
@ 60 6000 2
O 50 - - — 5000 &
L 40 4000 o

©
L. 30 3000 o
£ 20 2000 ‘2
8 10 1000 S
S IS
. &

[0 PG —— Produccion de Leche

Figura 1. Relacién inversa entre el porcentaje de gestacion (PG) y produccién de leche

por afio en vacas Holstein (Butler, 1998; Santos et al., 2010).

El desempefio reproductivo de las vacas lecheras se ha visto reducido por diferentes
factores como la pobre deteccion del estro, el estrés calorico, alteraciones
metabdlicas, balance energético negativo, patologias del puerperio y nivel de
produccion (Stevenson, 2001; Thatcher et al., 2006). Sin embargo, es claro que la
alta produccién de leche, ha alterado procesos fisiol6gicos metabdlicos que regulan
la reproduccién y esto se asocia con un porcentaje de gestacidon mas bajo en

comparacion al de las vaquillas (Lucy, 2001; Pryce et al., 2004).

El efecto de la alta produccion sobre la reproduccion ha sido muy discutido, ya que
de acuerdo a un estudio de Lopez-Gatius et al. (2006a), las vacas que produjeron
mas leche en el dia 50 posparto, tuvieron mejores parametros reproductivos en
comparacion con las vacas que produjeron menos leche. No obstante, se ha visto
gue en las vacas con mayor produccién de leche se incrementa el nimero de
ovulaciones multiples, tienen foliculos ovulatorios de mayor diametro, menores
concentraciones circulantes de estradiol (E2) y progesterona (P4), muestran estros
menos intensos y de corta duracion que las de un nivel menor de produccion (Lopez
et al., 2004; 2005). Esto sugiere que los factores adicionales, tales como los

metabolitos, hormonas metabdlicas periféricas y factores de crecimiento producidos
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localmente, pueden tener un papel modulador (Garnsworthy, 2005; 2007). La
evidencia reciente ha demostrado que las respuestas del ovario a sefales
metabolicas y perfil de nutrientes varian segun la etapa del ciclo reproductivo
(Garnsworthy et al., 2008).

2.1.2 Porcentaje de Gestacion de vaquillas Holstein

Las vaquillas de reemplazo representan una gran parte del costo total de la
produccioén de leche, los productores de leche deben satisfacer las necesidades de
reemplazo de sus vacas lactantes a un costo minimo para mantener la produccion
del hato (Heinrichs, 1993). En vacas y vaquillas lecheras, la reproduccion exitosa
es el resultado de una cadena de eventos que incluye: el desarrollo y la ovulacién
de un ovocito sano, la fertilizacion, el desarrollo del embrién, la implantacion en el

atero, el mantenimiento de la gestacion y el parto (Garnsworthy et al., 2008).

Aunque la vida productiva, la produccion de leche, el desempefio reproductivo y la
salud de las vaquillas Holstein esta estrechamente relacionada con la edad al primer
parto y el peso inmediatamente después del parto (Gabler et al., 2000; Ettema y
Santos, 2004), solo el 2.7% de los hatos lecheros en Estados Unidos alcanzan la
meta recomendada de que el primer parto de las vaquillas ocurra entre los 23 y 25
meses, con un peso de 500 a 550 kg (Losinger y Heinrichs, 1997) y que el 90% de
las vaquillas gesten en los primeros tres servicios (Cooke et al., 2013; Wathes et al.,
2014).

Es comun que aproximadamente el 10% de las vaquillas sean animales repetidores,
es decir, vaquillas con mas de tres servicios de |IA con estros sincronizados y que
continden sin gestar (Morales et al., 2000). Asi mismo, la fertilidad en las vaquillas
no ha cambiado con los afios ya que durante el periodo de 1959 a 1985 (Butler y
Smith, 1989), después de la primera inseminacion gestaron en promedio un 61.7%

de las vaquillas IA con semen convencional.
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2.2 SEMEN SEXADO
2.1.1 {Qué es el semen sexado?
Se denomina semen sexado al que ha sido sometido a un proceso de separacion
de los espermatozoides de acuerdo a sus cromosomas X 0 Y, seleccionando y
envasando en una pajilla los espermatozoides de un género deseado (McCullock,
2012; Abdalla, 2014). Esta tecnologia se aplica en ganado lechero, para incrementar
la proporcion de crias de sexo femenino con una precision del 90% (Seidel y Garner,
2002; DeJarnette et al., 2009; Espinosa-Cervantes y Cérdova-lzquierdo, 2013).
2.2.2 Porcentaje de gestacion de vaquillas Holstein inseminadas con semen
sexado
Cada vez mas productores de leche producen vaquillas de reemplazo en la propia
unidad productiva para evitar la introduccion de nuevas enfermedades al hato
(Borchersen y Peacock, 2009). La rentabilidad de utlizar semen sexado en
programas de IA, depende en gran medida del porcentaje de gestacion obtenido
(Cabrera, 2009; Abdalla, 2014), por lo tanto es conveniente revisar el efecto que el
uso de semen sexado tiene en la fertilidad de vaquillas. Al efectuar un analisis de
los trabajos disponibles en los que se empledé semen sexado, el porcentaje de
gestaciéon promedio obtenido en vaquillas es de 45.5%, mientras que en las
vaquillas inseminadas con semen no sexado es de 60% Yy el rango va del 5% al 29%
de pérdidas atribuibles al uso de semen sexado (Cuadro 1); consecuentemente,
considerando 13 articulos publicados entre los afios 1999 a 2015, la baja promedio
del porcentaje de gestacion debido al uso de semen sexado en vaquillas es de
14.5% menos que con el semen no sexado. Por lo tanto, una mayor proporcion de

vaquillas resulta afectada negativamente en su porcentaje de gestacion.

Es conveniente mencionar que en los trabajos revisados se utilizaron diferentes
métodos de manejo, tales como: diferentes concentraciones de espermatozoides (2
a 6 x 10°), el sitio donde se deposit6 el semen (cuerpo del Gtero o cuernos uterinos)
y el uso o no de la sincronizacion del estro o de la ovulacion, mientras que en otros

trabajos el servicio de inseminacién se aplicé a estro detectado (Cuadrol).
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Aun asi, los autores recomiendan que se dé prioridad a la inseminacion de vaquillas
con semen sexado, debido a que son mas fértiles y el porcentaje de gestacion
promedio en vaquillas servidas con semen sexado (45.6%) (Cuadro 1) es similar a
la reportada en vacas servidas con semen no sexado (48.5%) (Bodmer et al., 2005;
Seidel y Schenk, 2008; Rasmussen et al., 2013; Karakaya et al., 2014).

Cuadro 1. Comparacién entre el porcentaje de gestacion obtenido con semen

sexado y semen no sexado en vaquillas lecheras.

Semen sexado Semen no sexado Referencia

60% (59/98)
59% (63/107)
33.3% (9/27)
43% (90/209)
44% (215/486)
53.5% (n=221)

45% (n=29)

49.3% (273/554)

46.6% (n=504)
53% (19/36)

45% (n=41.39)
38% (n=2319)
38% (191/508)
34% (144/426)
43% (32/74)

44.4% (n=418)
Media = 45.5%

67% (20/30)
82% (45/55)
59.3% (16/27)
47% (46/98)
60% (74/124)
67% (n=112)
56% (n=25)
62% (112/181)
54% (n= 165)
58% (15/26)
65% (n=41.39)
55% (n=2282)
43% (198/459)
63% (203/325)
63% (127/200)

58% (n=627)
Media = 60%

Seidel et al., 1999
Seidel et al., 1999
Bodmer et al., 2005
Kurykin et al., 2007
Seidel y Schenk, 2008
Seidel y Schenk, 2008

DeJarnette et al., 2009

Borchersen y Peacock,
2009

Borchersen y Peacock,
2009

An et al., 2010
De Vries, 2010
DeJarnette et al., 2011
Lucena et al., 2014
Abdalla, 2014
Kochoski et al., 2015

Frijters et al., 2009



file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_138
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_138
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_19
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_85
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_137
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_137
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_22
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_22
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_22
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_22
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_8
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_35
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_37
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_96
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_1
file:///C:/Users/Hp/Desktop/RRS-TESIS-09-12-16.docx%23_ENREF_84

2.3 Causas de baja fertilidad en vaquillas Holstein
2.3.1 Deteccion de estros

La baja eficiencia en la deteccion de estros o el diagnostico erroneo del estro es el
problema que més afecta la reproduccion en vaquillas Holstein (Helmer et al., 1985;
Senger, 1994). Las vaquillas lecheras permiten la monta homosexual, en promedio,
17 veces durante el estro, y el estro dura en promedio 12 horas, medido de la
primera a la ultima monta (Fricke, 2003). A diferencia de las vacas en lactacion, las
vaquillas estan menos expuestas a factores que disminuyen la expresion del estro,
por lo tanto las vaquillas reciben poca atencion por parte de los trabajadores, lo que
resulta en baja eficiencia en la deteccion de estros (50 a 60%) (Wilmut y Hunter,
1984; Maatje et al., 1997). Con una rutina de observacién de las vaquillas en
periodos de 30 minutos durante la mafiana y tarde, es posible detectar en estro
hasta un 70% de las vaquillas (Stevenson et al., 1997; Fricke, 2003), mientras que
la observacion de al menos dos horas en la mafiana (0600 a 0800 horas) y dos por
la tarde (1700 a 1900 horas), permite detectar hasta 90% de las vaquillas en estro
(Ranking et al., 1992; Rivera et al., 2004).

Es asi como la mala deteccién del estro no solo afecta la fertilidad a través de la
disminucién del niumero de vaquillas inseminadas, sino que también lo hace
mediante la alteracion de la relacién temporal entre el momento de la inseminacién
y la ovulacion (Head, 1992; Nebel et al., 1994). Por lo tanto, la deteccién eficaz y
precisa del estro y el momento de IA, siguen siendo los principales retos para
mejorar la eficiencia reproductiva y econdmica de muchos hatos lecheros (Foote,
1978; Senger, 1994).

2.3.2 Factores asociados con lainseminacion artificial (1A)

El tiempo de la inseminacion con respecto al estro, manejo del semen y la técnica
de IA son importantes, ya que los errores en estos procedimientos tienen efectos
acumulativos en la reproduccion del hato (Lucy, 2001). La técnica de inseminacién
empleada es un factor que hay que considerar, ya que es frecuente que los técnicos
inseminadores modifiquen los protocolos de descongelacion del semen y de higiene
(Zarco-Quintero, 1990), tomando en cuenta que con el uso de semen sexado los
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porcentajes de gestacion son inferiores a las obtenidos con semen convencional
(DeJarnette et al., 2008), los errores antes mencionados podrian reducir ain mas el

porcentaje de gestacion.

La hora de la IA tiene una influencia importante en los porcentajes de gestacion, y
los intervalos mas largos de la ovulacion para la IA (es decir, mas cerca del momento
de la ovulacién) han aumentado la probabilidad de gestacion en vaquillas (Schenk
et al., 2009; S& Filho et al., 2010). Rankin et al. (1992) investigaron las
inseminaciones realizadas durante la fase ovulatoria en vaquillas lecheras en un
periodo de tres afios y encontraron que el intervalo entre el inicio del estro y la
ovulacion tuvo un efecto significativo en el porcentaje de gestacion, ya que en estas
condiciones el ovocito envejece y ocurren cambios en la formacién de
glucoproteinas en la zona pelucida, por lo cual el ovocito pierde la capacidad para
bloguear la polispermia, dando origen a muerte embrionaria temprana, debido a

anormalidades genéticas (Zarco-Quintero, 1990; Dransfield et al., 1998).

Desde hace mas de 50 afios se ha aplicado el programa de inseminacion AM-PM y
PM-AM, lo que significa que los animales que presentan el estro en la mafiana son
inseminados en la tarde y las de la tarde se inseminan en la mafiana siguiente
(Trimberger, 1948). En un estudio realizado por Underwood et al. (2010), las
vaquillas fueron sincronizadas, los estros se observaron dos veces al dia y se
inseminaron con semen sexado con el sistema AM-PM y PM-AM. Los resultados
arrojaron bajos porcentajes de gestacion lo que puede deberse a que las primeras
inseminaciones pueden haber sido demasiado temprano con relacién a la ovulacion,
consecuentemente los espermatozoides funcionalmente fueron incapaces de
alcanzar el sitio de la fertilizacion o pudieron haber muerto antes de la ovulacion.
Por otra parte, en la segunda IA, cerca de la hora prevista de la ovulacion, los
espermatozoides pudieron haber llevado a cabo una capacitacion deficiente o
incompleta, por lo que fueron incapaces de fertilizar al ovocito (King, 1985).
Alternativamente, estos espermatozoides pudieron haber fertilizado un ovocito que

se encontraba en un estado de maduracidon avanzada, lo cual conduce a la
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reduccion de la calidad del embridn, y por ello a una bajo porcentaje de gestacion
(Hunter, 1985).

2.3.3 Uso de semen sexado

El semen sexado es una herramienta valiosa para los ganaderos, no solo para los
productores de leche sino también de carne, aunque la fertilidad con dicho tipo de
semen sea relativamente baja (Schenk et al., 2009). La disminucion en la fertilidad

debido al uso de semen sexado se debe, principalmente, a dos factores limitantes:

» La baja concentracion de espermatozoides en la dosis de semen sexado
(Andersson et al., 2004; Cerchiaro et al., 2007).
» Los dafos causados a los espermatozoides por el proceso de sexado
(Garner, 2009; Arruda et al., 2012; Healy et al., 2013).
A continuacién se examinan las causas de baja fertilidad con el uso de semen

sexado.

2.3.3.1 Concentraciéon de espermatozoides en la dosis de semen sexado

Se atribuye como principal causa del descenso en el porcentaje de gestacion a la
baja concentracion de espermatozoides por dosis de semen sexado, ya que en
estudios iniciales se reporté un porcentaje promedio de gestacion de 45.6% en
vaquillas Holstein después del primer servicio con semen sexado que contenia 2 x
10° espermatozoides por dosis, mientras que fué de 60.4% en vaquillas
inseminadas con semen convencional que tenia 15 x 10° espermatozoides por
dosis. En cuanto a la pérdida de embriones se reporté un 5.6% (1/18) en vaquillas
servidas con semen sexado (Bodmer et al., 2005). Asi pues, la baja concentracion
de espermatozoides por pajilla (2x10%), en comparacién con los (15-40x10°)
espermatozoides contenidos en una pajilla con semen no sexado, pueden explicar
el impacto negativo en la fertilidad cuando el semen sexado es utilizado para IA o
programas de superovulacioén y transferencia de embriones (Andersson et al., 2004;
Cerchiaro et al., 2007; Chebel et al., 2010). Por razones econdmicas, el nimero de
espermatozoides sexados en una dosis se reduce de 20x10° 2 2x108, y esto

disminuye los porcentajes de gestacion en un 14.8% en vaquillas (Cuadro 1).
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Es de destacar que los porcentajes de gestacion también se ven reducidos
empleando concentraciones mas elevadas de espermatozoides sexados por dosis
(10x10°), en comparacion con los resultados obtenidos con la misma concentracion
de espermatozoides por dosis de semen no sexado (Cabrera, 2009; Cuadro 1). Se
ha documentado que al utilizar dosis de 10 x 10° tanto en semen sexado como en
no sexado para IA, los porcentajes de gestacion resultaron ligeramente menores en
el semen sexado, con los inconvenientes adicionales de que la comercializacion de
semen sexado en esta concentracion no es rentable, o al menos no lo fué al inicio
de la década (DeJarnette et al., 2011).

2.3.3.2 Dafio a los espermatozoides causado por el proceso de sexado
Varios estudios han demostrado que el proceso de sexado del semen por la técnica
de citometria de flujo puede promover alteraciones en la funcionalidad de la
membrana, asi como en las caracteristicas de motilidad y morfologia espermatica
(Sartori et al., 2004; Seidel y Schenk, 2008; Arruda et al., 2012; Healy et al., 2013).
Durante el sexado, los espermatozoides son sometidos a procesos quimicos y
fisicos, como lo son (Garner y Seidel, 2003):

» Dilucion e incubacion con el colorante H-33342
Exposicion a la presion del citometro y flujo hidrodindmico
Excitacion al rayo laser
Expulsién a 80-100 km/h,

Estiramiento al romperse el flujo en gotitas

YV V VYV V V

Exposicién a campo electrostatico que afecta el potencial de membrana de
las mitocondrias

» Nueva dilucién y congelamiento

La disminucion de viabilidad de los espermatozoides y el dafio a la membrana
espermatica después del proceso de sexado pueden ser el resultado de
alteraciones a los que los espermatozoides estdn expuestos antes, durante, o
después del paso a través del citometro de flujo (Boe-Hansen et al., 2005; De Graaf
et al., 2009; Rath et al., 2009; Seidel, 2009; Arruda et al., 2012).
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2.4 Muerte embrionaria

La muerte embrionaria es reconocida como la principal causa de fallo reproductivo
en el ganado, ya que resulta en un menor nimero de becerros nacidos, progreso
genético mas lento y es una fuente importante de pérdidas economicas a los

productores de ganado (Dunne et al., 2000; Santos et al., 2004).

La muerte embrionaria se refiere a las pérdidas de gestaciones que ocurren durante
los primeros 42 dias de gestacién en bovinos de carne y de leche (Ayalon, 1978;
Berg et al., 2010), siendo el periodo més critico de la gestacién el que corresponde
al tiempo en que ocurre el reconocimiento materno del embrion, proceso durante el
cual el embrion transmite una sefial a la madre mediante la secrecién del interferon-
tau (INFT), sustancia que inhibe el proceso de lutedlisis (BonDurant, 2007; Geary et
al., 2013). Por lo anterior, la mortalidad embrionaria se divide a su vez en dos
categorias y son clasificadas como mortalidad embrionaria temprana y mortalidad
embrionaria tardia (Geary, 2005; Diskin et al., 2006).

Los principales factores que contribuyen a la pérdida embrionaria en general, son
procesos fisioldgicos y endocrinoldgicos susceptibles después del servicio, tales
como: las primeras etapas de la division embrionaria (dias 2-3), la transicion de
moérula a blastocisto (dias 5 al 8) (Sartori et al., 2004), durante el reconocimiento
materno de la gestacion la secrecidn y recepcion de sefales (dias 14 al 18) (Inskeep
y Dailey, 2005), y durante la placentacion (dias 28 hasta 45); asi como otros factores

metabolicos, ambientales, infecciosos e iatrogénicos (BonDurant, 2007).

2.4.1 Muerte embrionaria temprana

La muerte embrionaria temprana es la pérdida del embrion antes de los 17 dias
posteriores a la IA (Thatcher et al., 1986). A partir de la fertilizacion en el dia 1 hasta
el dia 16, aproximadamente el 30% de los embriones se pierden, dentro de estos
dias hay dos procesos criticos: la transicibn de morula a blastocisto y el

reconocimiento materno de la gestacion (Diskin et al., 1980; Dunne et al., 2000).
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Los datos de ocho estudios, coinciden en que el promedio de mortalidad
embrionaria temprana en vacas lecheras es de 31% (Peters, 1996; Thatcher et al.,
2001; Morris y Diskin, 2008; Berg et al., 2010) y en vaquillas lecheras y de carne se
reporto un 27.5% (Diskin et al., 1980; Dunne et al., 2000; Sreenan et al., 2001; Berg
et al., 2010). Todos los autores previamente citados concluyen que la muerte
embrionaria temprana es la principal causa de falla reproductiva. Por ejemplo, se
encuentra una menor proporcion de embriones alargados (10 cm a 16 dias después
de la inseminacion) en vaquillas con insulina baja en relacion al glucagon (Mann et
al., 2003). La esteroidogénesis ovarica después de la fertilizacion podria
desempefiar un papel en el desarrollo del embrién. Un aumento de la secrecién de
17 B-estradiol o una alteracion en la morfologia del endometrio hace que la
produccion de foliculos que se encuentran en una etapa mas avanzada de la
maduracion en el momento de la ovulacion este relacionada con el mecanismo de
muerte embrionaria (Ayalon, 1978; McNeill et al., 2006; Geary et al., 2013).

El establecimiento de la gestacion depende de un equilibrio entre el tiempo de
desarrollo del mecanismo luteolitico en la madre y la produccién de interferén tau
por el embrién y este se produce en el dia 16 (Thatcher et al., 1997). El INFT es el
factor responsable del reconocimiento materno de la gestacién en bovinos y es
secretado por el trofoblasto del embrién en crecimiento, para bloguear el proceso
de lutedlisis (Okuda et al., 2002). Este proceso se logra al inhibir en el endometrio
la expresién de receptores para estrogenos y oxitocina, evitando de esta manera la
liberacion de la PGF2a (Spencer et al., 2004). El embrion podria morir al producir
pocas cantidades de INFT y no lograr inhibir la lutedlisis por fallas genémicas o por
tener algun grado de degeneracién al momento que debe darse la sefal de
reconocimiento de gestacion (Thatcher et al.,, 1997; Hansen, 2002). Por tales
razones, se considera que la relacion entre la P4 y el INFT es importante ya que una
rapida elevaciéon de los niveles de P4 después de la ovulacion puede promover la
maduracién del endometrio uterino y acelerar el crecimiento del embrion en

desarrollo (Barnes, 2000).
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2.4.2 Muerte embrionaria tardia

La mortalidad embrionaria tardia es aquella que se presenta entre los dias 17 y 42
de la gestacioén, es decir, después del reconocimiento de la gestacion. El porcentaje
de pérdidas embrionarias en esta etapa en vacas es del 5 hasta el 33%, siendo el
promedio de 8.5% (Smith y Stevenson, 1995; Forar et al., 1996; Vasconcelos et al.,
1997; Silke et al., 2001; Humboldt 2001; Inskeep, 2002; Diskin et al., 2006) y en
vaquillas tiene una incidencia de 4 hasta 9.3%, en promedio 6.4% (Alexander et al.,
1995; Lamb et al., 1997; Rivera et al., 2001; Silke et al., 2001; Sreenan et al., 2001;
Perry et al., 2005).

Cuando la supervivencia del embrion se extiende mas alla de la etapa de
reconocimiento materno de la gestacion, la regresion lutea se retrasa, lo que resulta
en mayor tiempo en retornar al estro y por lo tanto aumentan los dias abiertos. En
conclusion, aunque el grado de pérdida embrionaria tardia es inferior a la pérdida
embrionaria temprana (Diskin et al., 2011) no debe dejarse a un lado ya que ambas
tienen importancia y determinan el porcentaje de gestacion (Maxwell y Johnson,
1999; Adams et al., 2008; Cerri et al., 2009; Diskin et al., 2011).

2.5 Tratamientos enfocados en disminuir la muerte embrionaria

En la practica existen varios tratamientos a nivel de campo para mejorar la fertilidad,
y tienen como objetivo incrementar el porcentaje de gestacién en vacas y vaquillas,
disminuyendo la mortalidad embrionaria (Thatcher et al., 2000; Lucy et al., 2004;
Thatcher et al., 2006; Khoramian et al., 2011).

2.5.1 Administracion de progesterona después de la inseminacion

La progesterona (P4) juega un papel clave dentro de la fertilidad del ganado y es
esencial para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion (Geisert et al.,
1992). Una vaca o vaquilla con bajas concentraciones de P4, se relaciona con un
pobre desarrollo embrionario, bajas concentraciones de INFT y pérdidas

embrionarias (Mann y Lamming, 2001).
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La primera condicidon se asocia con ciclos estrales cortos (generalmente de 8 a 12
dias) en los que las vacas tienen un CL de corta duracion debido generalmente a
lutedlisis temprana, lo cual puede aumentar la incidencia de ovulacion de foliculos
persistentes, cuyos ovocitos ya "envejecieron” (Ahmad et al., 1995; Geary, 2005).
Estos ovocitos son fertilizables, pero el resultado es una tasa elevada de muerte
embrionaria temprana la cual suele ocurrir antes de la etapa de 16 células y no
ocurre el reconocimiento materno de la gestacion; ademas de que se presentan
concentraciones de P4 bajas (Shaham-Albalancy et al., 2001; Perry et al., 2005) y
de que obviamente se reduce el porcentaje de gestaciéon (Ahmad et al., 1995; Geary,
2005; Perry et al., 2005).

El uso de progesterona después de la IA, ha sido propuesto como una estrategia
para mejorar la fertilidad, pero no siempre ha dado resultados claros. Algunos datos
sugieren que la suplementacién con P4 intravaginal puede reducir la incidencia de
la pérdida de gestaciéon durante el periodo embrionario temprano (Lopez-Gatius et
al., 2004; Alnimer y Lubbadeh, 2008). No obstante, en otros estudios la
suplementacién de P4 post-inseminacion redujo el porcentaje de gestacion en
vacas Yy vaquillas lecheras (Bissinoto et al., 2015). En vaquillas de carne, la
suplementacion de P4 a partir del dia tres no indujo un cambio en la recuperacién
de embriones viables (Carter et al., 2008); es mas, en un meta-analisis realizado
por Mann y Lamming. (1999) es evidente un efecto positivo del tratamiento con P4
en hatos de baja fertilidad durante la primera semana después de la IA, pero no
durante la segunda y tercera semana. Finalmente, en algunos articulos, los autores
intentan explicar la heterogeneidad del efecto de los suplementos de P4 observados
en la literatura y describen las condiciones fisioldgicas en los que la P4
suplementada aumenta la fertilidad en vacas (Macmillan y Peterson, 1993; Mann et
al., 2006; Larson et al., 2007; Bisinotto et al., 2015), mas no se encontraron trabajos
en los que se intente explicar lo mismo en vaquillas, con excepcién del de Carter et
al. (2008), quienes a pesar de haber inducido un crecimiento acelerado del embrién,
no aumentaron el numero de embriones viables. Lo anterior indica que no es
posible confiar en tratamientos de P4 después de la IA, debido a lo poco predecible

gue son los resultados en términos del porcentaje de gestacion. Es conveniente
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generar informacion con el efecto del uso de otras hormonas en la fertilidad de las

hembras bovinas.

2.5.2 Tratamiento con gonadotropina corionica humana después de la
inseminacion

Varios investigadores han estudiado el efecto del tratamiento con la gonadotropina
corionica humana (hCG) después de la inseminacién (Sianangama Yy
Rajamahendran, 1996; De Rensis et al., 2010). La hCG tiene una actividad similar
a la LH y ocupa los receptores para LH en la membrana de las células del cuerpo
liteo, activa segundos mensajeros y aumenta la sintesis de P4 (Santos et al., 2001).
En el ganado bovino ha sido utilizada para aumentar la fertilidad ya que ademas de
incrementar la sintesis de P4 en el CL formado a partir del foliculo que ovulo
(Nishigai et al., 2001), puede inducir la formacion de un cuerpo liteo accesorio que
incrementa las concentraciones circulantes de P4 (Sianangama y Rajamahendran,
1996; Diaz, et al., 1998; Nishigai et al., 2001) y promueve el recambio folicular
(Walton et al., 1990), que alarga la duracion de la fase lutea, lo que presumiblemente
resulta en el incremento en los porcentajes de gestacion (Hanlon et al., 2005; De
Rensis et al., 2010).

En algunos trabajos se ha demostrado el aumento del porcentaje de gestacion como
consecuencia de la administracion de hCG cuando se aplica en el dia 5 6 6 después
de la IA, observando un incremento en las concentraciones plasmaticas de
progesterona de los dias 8 a 17 (Sianangama y Rajamahendran, 1996; Diaz et al.,
1998; De Rensis et al.,, 2008); lo que aparentemente favorecid la supervivencia
embrionaria y el aumento del porcentaje de gestacién en vaquillas de leche y de
carne (Fricke et al., 1993; Schmitt et al., 1996; Diaz et al., 1998). Por el contrario en
algunas investigaciones se han reportado nulos efectos de la hCG exdgena cuando
se aplica en los dias 4 6 5 después de la inseminacion, ya que no afecté la tasa de
mortalidad embrionaria (Leslie et al., 1986; Tefera et al., 2001; Hanlon et al., 2005).
En otros estudios se ha reportado que cuando se administra hCG en los dias 11 a
12 después de la IA, los resultados no son favorables ya que no se tiene un

incremento en los porcentajes de gestacion (Walton et al., 1990; Schmitt et al., 1996;
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Funston et al., 2005). Los trabajos publicados acerca de los tratamientos de hCG
los dias 4 a5 u 11 a 12 post IA demuestran que este enfoque no es adecuado, ya
que no se han encontrado resultados favorables en la fertilidad de vaquillas de

sistemas de produccion de leche y carne de manera consistente.

2.6 Hormona Liberadora de Gonadotropinas Hipofisiarias

Por ser esta la hormona que se utilizé en este estudio, se ampliara la informacion
relacionada con ella. La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) fue aislada
en 1971 por Schally y Guillemin (Conn y Crowley, 1991); es un decapéptido
sintetizado por neuronas ubicadas en el &rea preodptica y ventromedial del
hipotalamo. A través de los axones de dichas neuronas, la GnRH se libera en el
sistema porta hipotalamo-hipofisario y por esta via se desplaza hacia la
adenohipofisis (Kaiser et al., 1997; Tanriverdi et al., 2003), donde actta en los
gonadotropos, quienes bajo su influencia sintetizan las hormonas luteinizante (LH)
y foliculo estimulante (FSH) vy las liberan al torrente sanguineo. (Thatcher et al.,
1993a; D'Occhio et al., 2000). Los efectos biolégicos de la GnRH se producen
durante una hora aproximadamente; y su vida media es de unos 5 a 10 minutos
(Goodman y Gilmans, 1990).

La GnRH es secretada en dos patrones principales: el pulsatil que corresponde al
modo tonico de secrecidon de gonadotropinas hipofisiarias (Turkstra y Meloen,
2006); y el de liberacion fasica, que corresponde a la oleada o descarga
preovulatoria de gonadotropinas (Freeman, 2006). Las gonadotropinas LH y FSH
son hormonas glucoproteicas diméricas, que poseen una subunidad a comun
mientras que poseen distintas subunidades B, las cuales confieren las acciones
bioldgicas especificas de cada gonadotropina (Kaiser et al., 1997). La secrecion
pulsatil de LH es regulada por retroalimentacion negativa de pequefas cantidades
de estrégenos provenientes del ovario, los que comunican en especial al eje
hipotalamo-hipofisiario-gonadal, lo que permite a su vez una adecuada produccion
de esteroides gonadales (Ez y P4) (Sainsbury, 2000; Prieto-Gomez y Veladzquez-
Paniagua, 2002), que modulan la secrecion de LH por inhibicion de la actividad del

pulso generador de GnRH, produciendo un efecto de retroalimentacion negativa que
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disminuye los niveles de LH, lo cual mantiene una secrecion de LH y esteroides de
tipo ténico o basal (Fink, 1988; Turkstra y Meloen, 2006). El segundo sistema de
secrecion ocurre con mayores concentraciones de estrogenos las cuales actian
mediante retroalimentacion positiva e inducen la liberacion de GnRH lo que resulta
en una oleada de LH, de amplitud y frecuencia suficiente (Herbison, 1997; Haughian
y Wiltbank, 2002) para estimular la maduracion final del foliculo dominante, la
ovulacion (Chenault et al., 1990) y la posterior luteinizacion de las células de la
granulosa y de la teca; las cuales, por la inhibicion de la accién de enzimas
fosfolipasa A y cicloxigenasa, con lo que Unicamente se lleva a cabo la biosintesis
de progestinas, a partir de las células del foliculo que ovul6 y que se han

transformado en células luteas (Mee et al., 1993).

2.6.1 Aplicacion de hormona liberadora de gonadotropinas hipofisiarias
después de la inseminacién artificial

Se han realizado evaluaciones de tratamientos con la aplicacion de GnRH después
de la IA con la finalidad de reducir las pérdidas embrionarias (Herbert y Trigg, 2005;
Franco et al., 2006). En estudios previos se ha demostrado que la administracion
de GnRH 5 6 6 dias después de la IA induce la ovulacion y/o la luteinizacion de los
foliculos dominantes de la primera oleada folicular, a través del estimulo de la
secrecion de FSH y LH, lo que resulta en el desarrollo y formaciéon de un cuerpo
liteo accesorio (Kerbler et al., 1997; Thatcher et al., 2001; Bartolome et al., 2006).
Lo anterior permite el surgimiento de una nueva oleada folicular entre tres y cuatro
dias después del tratamiento, con el subsecuente surgimiento de un nuevo foliculo
dominante durante un periodo de 7 dias (Thatcher et al., 1993b; Diskin et al., 2002;
Howard et al., 2006). Otro enfoque consiste en aplicar GnRH en la mitad del ciclo,
entre los dias 11 y 14 posteriores a la inseminacion (Jubb et al., 1990). Con esta
aplicacién de GnRH se busca disminuir los niveles de estradiol en sangre mediante
la ovulacion y luteinizacion de los foliculos dominantes presentes en el ovario
(L6pez-Gatius et al., 2006b; Ataman et al., 2011), de esta forma se sincroniza el
reclutamiento de una nueva oleada folicular (Diskin et al., 2002; E. Dirandeh, 2009),

o bien durante los dias que se lleva a cabo el reconocimiento materno de la
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gestacion, se inhibe la existencia de un foliculo con la capacidad de sintetizar
estrogenos que contribuyan al mecanismo de lutedlisis (Diaz et al., 1998; Franco et
al., 2006) y por lo tanto reducir el porcentaje de muerte embrionaria (Ryan et al.,
1994; Hansen, 2002). Esto llevo a Peters et al. (2000) a realizar un meta-analisis de
los trabajos publicados, concluyendo que de acuerdo con el riesgo relativo, la
probabilidad de que una vaca quedara gestante se incrementa por un factor de 1.33
que representa un 0 a 22% en vacas tratadas con GnRH entre los dias 11 a 14 post
IA.

Como se observa en el Cuadro 2, los resultados con GnRH son inconsistentes, ya
que en 13/22 reportes, la GnRH aumento, el porcentaje de gestacion; no obstante,
en 6/22 trabajos no se registraron efectos (Jubb et al., 1990; Rettmer et al., 1992b;
Bartolome et al., 2005; Szenci et al., 2006; ) y en 3/22 de ellos, la GnRH disminuy6
el porcentaje de gestacion (Leslie et al., 1986; Ryan et al., 1994; Franco et al., 2006).
La inconsistencia se da independientemente del periodo post IA en que se haya
aplicado la hormona, ya que en 16 trabajos la GnRH se aplico entre los dias 11 a
14, en 9 de los cuales aumento el porcentaje de gestacion, en 4 no hubieron efectos
y en 3 disminuyo dicha variable. Similarmente, cuando la GnRH se administré entre
los dias 4 y 6 post IA, en 4 trabajos aumentd el porcentaje de gestacion, pero en 2

de ellos no hubo efectos.

Es decir, en el 66.7% de los estudios en que se aplicé la GnRH 4 a 6 dias post IA
fue efectivo el tratamiento, mientras que en el 56.3% de las veces que se aplico la
hormona entre los dias 11 a 14 post IA se logré aumentar el porcentaje de gestacion.
Si bien la inconsistencia en los resultados se podrian deber al producto utilizado o
a su dosis, también es factible que con la administracion de GnRH en un solo
periodo solo se corrija parte de las causas de infertilidad; es decir, si se aplica los
dias 4 a 6 post IA, solamente en los animales donde hubieran bajos niveles de P4,
posiblemente casos de vaquillas repetidoras, se resolveria, mientras que si el
problema predominante fuera la incapacidad del embrion para evitar la lutedlisis y
con esto el reconocimiento materno de la gestacion, la aplicacion de la hormona en

los dias 11 a 14 podria darle solucion.
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Una posibilidad, es abordar la problemética de infertilidad en forma integral y aplicar

la GnRH en los primeros 4 a 6 dias y de nuevo entre los dias 11 a 14 después de la

IA. Este razonamiento nos dirigio a la hipotesis y objetivos que a continuacion se

enuncian.

Cuadro 2. Porcentaje de gestacion de diferentes estudios donde se aplico

GnRH después de lainseminacién artificial en vacas y vaquillas.

Dia de la aplicacion

del tratamiento

% de gestacion
testigo

% de gestacion
GnRH

Dosis de GnRH

Referencia

4

11-13
12
12
12
12
15

11
14

12
15°
122

11-13°

11-147

5&
112

55.7 (53/95)

54.8 (560/1022)
42.4 (219/516)
62.3 (341/547)
59.1 (13/22)

40 (11/27)

44.4 (87/196)
44.4 (87/196)
29.3 (36/123)
12.7 (30/236)

20.6 (89/431)

31.1 (33/106)
59.1 (26/44)
29.6 (8/27)

17.3 (52/300)

17.3 (52/300)
45 (100/222)
40 (20/50)
58 (11/19)

23.8 (190/798)
57.1 (4/7)
19.7 (14/71)

53.3 (48/90)

54.6 (561/1028)
51.1 (257/503)
60.6 (339/559)
68 (17/25)

44 (23/52)

43.5 (91/209)
47.7 (102/214)
21.5 (26/121)
20.3 (49/241)

35.4 (152/429)

45.5 (40/88)
59.6 (28/47)
26.9 (7/26)

22 (66/300)

19 (57/300)
43 (96/223)
62.1 (64/103)
58 (11/19)

25.5 (198/775)
62.8 (5/8)
25.6 (20/78)

250 pg
Gonadorelina

10 pg Buserelina
10 pg Buserelina
10 pg Buserelina
10 pg Buserelina
10 pg Buserelina
100 pg Cystorelin
100 pg Cystorelin
100 mg de GnRH
100 mg de GnRH

100 pg Cystorelin

100 gr de GnRH
50 pug Gonavet

20 pg Buserelina
100 pg
Gonadorelina
100 pg
Gonadorelina

100 pg Cystorelin

100 pg Buserelina
200 pg Acetato de

Fertirelina

200 pg Buserelina

8 mg Buserelina

100 mg de GnRH

Leslie et al., 1986

Jubb et al., 1990
Ryan et al., 1991
Ryan et al., 1994
Muir et al., 1998
Tefera et al., 2001
Bartolome et al., 2005
Bartolome et al., 2005
Franco et al., 2006
Franco et al., 2006

Lépez-Gatius et al.,
2006b
Sterry et al., 2006

Szenci et al., 2006
Khoramian et al., 2011

Dirandeh, 2014

Musilova et al., 2014
Lewis et al., 1990
Lajili et al., 1991
Rettmer et al., 1992b

Rettmer et al., 1992a
Schmitt et al., 1996
Franco et al., 2006

*Literales (a) para vaquillas tratadas con GnRH
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3  HIPOTESIS

La administracion de GnRH en los dias 5y 12 posteriores a la inseminacion artificial

con semen sexado, aumenta el porcentaje de gestacion en vaquillas lecheras.

4  OBJETIVOS
4.1 General

Determinar el efecto de la aplicacion de GnRH los dias 5 y 12 posteriores a la

inseminacion artificial en la fertilidad de vaquillas inseminadas con semen sexado.
4.2 Especificos

Determinar el porcentaje de gestacion en vaquillas inseminadas con semen sexado

tratadas con GnRH los dias 5y 12 posteriores a la inseminacion.

Evaluar si los factores técnico inseminador y toro proveedor de semen, afectan el
porcentaje de gestacion en vaquillas tratadas con GnRH los dias 5y 12 posteriores

a la inseminacion artificial con semen sexado.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion y Animales: El presente trabajo se realiz6 en un hato lechero del
estado de Aguascalientes, Ags. El clima de la region es semiseco, con una
temperatura media anual de 17.4°C y una precipitacion pluvial media de 526 mm.
Las vaquillas estuvieron alojadas en cubiculos de libre acceso y recibieron una dieta
basada en ensilado de maiz, heno de alfalfa y concentrado comercial. El estudio se
realizd con 430 vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado, con una edad
de entre 14 y 15 meses. Las vaquillas se observaron dos veces al dia durante la
mafana y la tarde para detectar signos de estro. La inseminacion la realizaron dos
técnicos, por medio del sistema am-pm / pm-am después de la primera observacion
del estro. Se utilizd6 semen sexado de 12 toros. Posteriormente se depuré la base
de datos tomando como criterio de inclusion que el toro del que provenia el semen
sexado participara en ambos tratamientos. Adicionalmente se clasificaron los toros

como.

a) Infértiles (0% de porcentaje de concepcion),

b) Fértiles (aquellos cuyo porcentaje de gestacion fué superior a la media mas
2 desviaciones estandar, calculada a partir de datos provenientes de 13
articulos en los que se reporta el porcentaje de gestacion de vaquillas 1A con
semen sexado. En estudios previos se ha reportado que los toros fértiles son
aquellos que muestran porcentajes de gestacion = 29.2%; (Seidel et al.,
1999; Bodmer et al., 2005; Kurykin et al., 2007; Seidel y Schenk, 2008;
Borchersen y Peacock, 2009; DeJarnette et al., 2009; Frijters et al., 2009; An
et al., 2010; De Vries, 2010; DeJarnette et al., 2011; Lucena et al., 2014,
Abdalla, 2014; Kochoski et al., 2015), y

c) Subfértiles (> 0y < 29.2% de porcentaje de concepcion).
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5.2 Tratamientos: Las vaquillas se dividieron al azar en dos grupos: GnRH (n=205),
en el cual los animales recibieron una inyeccion por via intramuscular de 100 pg de
Gonadorelina (GnRH nativa) el dia 5 y una segunda inyeccion el dia 12 después de
la inseminacion, y el grupo Testigo (n=168) cuyos animales no recibieron
tratamiento alguno. El diagndéstico de gestacion se realizé a partir del dia 45 post-1A

por palpacion transrectal.

5.3 Analisis estadisticos: La contribucion relativa de cada factor para la
probabilidad de gestacion se determindé mediante analisis de regresion logistica. La
gestacion se consideré como variable dependiente, mientras que el tratamiento
(GnRH o Testigo), el técnico inseminador (2 técnicos) y el toro (12 originalmente y
luego 9 fértiles; Cuadro 5) se consideraron como variables independientes. El
analisis de regresion logistica se efectué con el paquete SPSS 20.0 (IBM Inc.,
Armonk, NY, EUA) de acuerdo al método de Hosmer y Lemeshow (2000).
Adicionalmente, en el un subconjunto de datos correspondientes a los 9 toros
considerados como fértiles, se analizd la variable toro por medio de tabla de

contingencias (X?).
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6. RESULTADOS

Cuando se realizo el primer analisis con la base original de datos, el tratamiento con
GnRH no afect6 (p=0.94) el porcentaje de gestacion en vaquillas con respecto al
grupo testigo (GnRH= 34.2%; 78/228 vaquillas; Testigo= 32.6%; 66/202 vaquillas).
Igualmente, en el modelo inicial el porcentaje de gestacién no fue afectado por el
técnico inseminador (p > 0.05) ni por el toro (p > 0.05). Sin embargo, cuando se
analizé a detalle la fertilidad en los toros, se observo que uno de ellos era infértil,
dos mas fueron considerados subfértilies y nueve toros resultaron ser fértiles
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Clasificacion de los toros proveedores del semen sexado utilizado
en 430 vaquillas Holstein, asi como el desempefio de ellas,

independientemente de si recibieron o no tratamiento de GnRH.

Clasificaciéon de los toros

Variable Infértiles  Subfértiles  Fértiles
Toros, nimero 1 2 9
Servicios, numero 18 48 374
ﬁjr?]"ecr'(‘:s por toro, 18 24 415
Tasa de gestacion, % 0 21.4 37.2

Rango de tasa de
gestacion, %
* Se consideré como toro fértil aguel que present6 una tasa de concepcion = 29.2%
(ver texto para mas detalles). Se clasific6 como toro infértil a aquel que tuviera 0%
de gestaciones y los subfértiles fueron aquellos con = 1 pero < 29.2% de
gestaciones.

- 16.7-26.2 30-50

En el analisis final se eliminaron los toros infértiles y subfértiles, manteniendo sélo
los toros fértiles (n=9) (Cuadro 4), no encontrando diferencias estadisticamente

significativas entre los toros.
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Cuadro 4. Porcentaje de gestacion en toros fértiles proveedores del semen
sexado utilizado en 373 vaquillas Holstein

Numero Servicios, Gestantes, No Gestantes, Gestantes, Odds

de Toro ndamero ndamero ndamero % ratio
1 32 13 19 40.6 1.214
2 50 15 35 30 0.728
3 75 27 48 36 0.947
4 61 21 40 34.4 0.968
5 50 15 35 30 0.713
6 58 21 37 36.2 0.968
7 17 6 11 35.2 0.925
8 6 2 4 33.3 1.587
9 27 11 16 40.7 Referencia

No se detectaron diferencias significativas (p>0.05)

El conjunto final de datos se analiz6 por regresion logistica (Cuadro 5) y al igual que

en el modelo inicial, al analizar los datos correspondientes a las vaquillas

inseminadas con semen de toros fértiles, se observo que el porcentaje de gestacion

no fue afectado por el tratamiento ni por el técnico.

Cuadro 5. Porcentaje de gestacion y Odds ratio (OR= Raz6n de probabilidades)

de las variables incluidas en el modelo de regresion logistica para vaquillas

tratadas con GnRH en los dias 5y 12 después de la inseminacion con los toros

fértiles que permanecieron en el estudio.

Variable  Clasificacion N % Gestacion Odds ratio IC 95% P
Tratamiento GnRH 205 34.6 (71/205) 1.034 0.672-1.59 0.879
Testigo 168 35.7 (60/168) Referencia
Técnico 1 112 32.1 (36/112) 0.808 0.497-1.31 0.391
2 261 36.3(95/261) Referencia
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7. DISCUSION

En el presente estudio, la aplicacion de dos inyecciones de GnRH, en los dias 5 y
12 posteriores a la IA, no incrementd el porcentaje de gestacion en vaquillas de
primer servicio inseminadas con semen sexado. Estos son los primeros datos
derivados de un experimento en que se ha aplicado mas de una vez la GnRH o sus
analogos después de la IA en vaquillas, por tanto, no es posible comparar los
resultados aqui generados con otros derivados de tratamientos similares. No
obstante los resultados aqui reportados apoyan los de estudios previos en los
cuales, no se encontrg diferencia significativa en el porcentaje de gestacion de
vaquillas tratadas con una sola aplicacion de GnRH o sus anélogos (dias 5-6,
Schmitt et al., 1996; o dias 11-13, Rettmer et al., 1992a; Lewis et al., 1990; Franco
et al., 2006).

Se esperaba que las vaquillas que recibieran la doble aplicacion de GnRH tuvieran
un mayor porcentaje de gestacion que las Testigo al dia 45, porque se especul6 que
con este enfoque se resolverian los problemas fisiopatolégicos que no se corrigen
con una sola aplicacion de GnRH, ya sea enlos dias4 a6 u 11 a 14 post IA; ya que
la evidencia experimental (Cuadro 2) indica que el tratamiento con GnRH en los dias
4 a6ullalddespués de lalA aumenta o no altera el porcentaje de gestacion en
hembras bovinas y que en ocasiones, al aplicar la hormona en los dias 11 a 14 post
servicio, decrece dicha variable de respuesta (Cuadro 2). Sin embargo, no sucedio
asi y los problemas asociados con la baja tasa de gestacion en las vaquillas,
persistieron.

Al respecto, Peters et al. (2000) realizaron un meta-analisis de articulos en los que
se reportan resultados de la tasa de gestacion en hembras bovinas tratadas una
sola vez con GnRH o0 sus analogos entre los dias 11 y 14 después de la IA,
encontrando una gran variacion, ya que la tasa de gestacion en animales tratados
con GnRH fue sumamente variable, de 0 a 22%. Por tanto, como se indicé en el
parrafo anterior, la GnRH también puede reducir el desempefio reproductivo. Esta
gran variacion en respuesta a la GnRH se atribuye a factores, tales como la edad y
condicion corporal de las vaquillas (Seidel y Schenk, 2008), tipo de estro

(sincronizado hormonalmente o natural), al grado de desarrollo folicular y a las
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caracteristicas de las oleadas foliculares de las vaquillas (Ginther et al., 1989; Knopf
et al., 1989; Peters et al., 2000; Sartori et al., 2001;Franco et al., 2006). En estas
condiciones, y considerando la naturaleza diversa de factores que pueden modular
la respuesta a una o dos aplicaciones de GnRH después de la IA, es explicable que
los resultados aqui generados no contribuyan a aclarar el por qué en ocasiones la
GnRH aplicada los dias 5 a 6 u 11 a 12 después del servicio, incrementa el
porcentaje de gestacion y porqué en otras no lo hace, ya que desafortunadamente,
en el presente trabajo no hubo disponibilidad de datos que pudieran contribuir a
explicar dicha variacion, tales como la condicién corporal, el peso corporal y la edad
exacta de los animales, entre otros. Consecuentemente este topico permanece sin

aclarar.

Por otro lado, existen varios estudios que muestran que una de las fuentes mas
importantes de variacion en el porcentaje de gestacion de vacas y vaquillas
inseminadas con semen sexado es el factor toro (Seidel y Schenk, 2008;
Underwood et al., 2010; DeJarnette et al., 2008). Seidel y Schenk. (2008) atribuyen
la gran variacion en fertilidad cuando se usa semen sexado a que los
espermatozoides de algunos toros toleran menos el estrés del proceso de sexado
gue de otros. No obstante, existen trabajos efectuados con semen sexado en los
gue no se ha encontrado una diferencia significativa entre toros donadores del
semen (Schenk et al., 2009; Funston y Meyer, 2012). Quiza una causa de los
resultados contrastantes es que la mayoria de los toros destinados a experimentos
de semen sexado han sido seleccionados por la buena calidad del semen, segun lo
determinado por ensayos in vitro (Seidel y Schenk, 2008).

Independientemente de las ausencia de variacion entre toros en nuestro estudio, es
factible que existan descuidos tanto por parte del personal que labora en el establo
como por los profesionales que prestan asesoria especializada al mismo, ya que no
se percataron después de 18 6 48 servicios que algunos toros eran infértiles o
subfértiles. De manera similar, no se conto con suficiente informacion del origen del
semen, ni fué posible examinar muestras de semen proveniente de algunas pajillas

de los diferentes toros aqui utilizados.
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Consecuentemente no se puede saber si el semen de los toros subfértiles e infértiles
era defectuoso de origen (empresa comercializadora de semen y/o distribuidores) o
bien si ocurri6 un mal manejo del semen a nivel de establo. Lo anterior es posible,
ya que en estudios donde los investigadores que procesaron el semen sexado y se
involucraron de manera importante en la ejecucion del experimento en cuatro hatos
comerciales, las condiciones de manejo, incluyendo la calidad en la deteccion del
estro, fueron factores criticos que influyeron en el porcentaje de gestacion, de tal
manera que las diferencias entre granja y granja fueron mucho mayores que
cualquier otro efecto asociado con el procedimiento de sexado del semen (Seidel y
Schenk, 2008).

Debido a la inconsistencia observada en la gran cantidad de trabajos aqui revisados
en los que se aplicé una sola vez la GnRH y de la ausencia de respuesta con la
doble aplicacion de la hormona en el presente estudio, es posible proponer que las
relativamente bajas tasas de gestacion obtenidas con semen sexado son
adjudicables al semen, y que consecuentemente los esfuerzos para incrementar la
fertilidad cuando se insemina con dicho tipo de semen, deberan enfocarse a mejorar
la tecnologia de sexado y no a corregir supuestos problemas en las hembras

inseminadas.
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8. CONCLUSIONES

Se concluye que la inyeccion de GnRH aplicada en los dias 5y 12 después de la
inseminacion artificial con semen sexado, no aumenta el porcentaje de gestacion
en vaquillas Holstein de primer servicio, inseminadas con semen sexado. Ademas,
los factores toro e inseminador, no contribuyeron a explicar la variacion en el

porcentaje de gestacion de las vaquillas.
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