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1. INTRODUCCION GENERAL

Los programas de transferencia de embriones (TE), son utilizados como una
herramienta para acelerar el mejoramiento genético. Sin embargo, las
respuestas en la obtencion de embriones en donadoras, asi como la tasa de
gestacion en receptoras son variables. Algunas alternativas para tratar de
reducir la variabilidad en la respuesta de los programas de TE tanto en la
obtencion de embriones como en el incremento de los porcentajes de prefiez
son el uso de vaquillas, semen sexado, la divisibn de embriones y la

ultrasonografia.

El ciclo estral del ganado ha sido frecuentemente modificado mediante
tratamientos hormonales para tratar de inducir la sincronia del celo en grupos
de animales durante un periodo determinado. La sincronizacion de estros ayuda
a mejorar la eficiencia reproductiva al implementar adecuadamente técnicas
como la inseminacion artificial (IA) o TE La falta de deteccién de celos, fallas en
ovulacion, presencia de foliculos chicos, asincronia en el estro y presencia de
cuerpo lateo, son algunos de los factores que pueden influir en la exclusion de

vacas de programas reproductivos.

El efecto detrimental del estrés calorico sobre la reproduccion de ganado
lechero es ampliamente reconocido y una de las estrategias mas efectivas para
mejorar la fertiidad de vacas lactantes expuestas a estrés caldrico es la

transferencia de embriones.

En vacas superovuladas, la seleccion de donadoras en base a su numero de
foliculos ovaricos >3 mm puede influir en la produccion de embriones
transferibles y el total de estructuras colectadas (Ireland et al., 2007).
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Sin embargo, el efecto de las poblaciones foliculares (PF) en la fertilidad de
vacas y vaquillas aun no es claro (Starbuck-Clemer et al., 2007; Mossa et al.,
2012).

La presente investigacion pretende probar si la evaluacion de poblaciones
foliculares y la época del afio mejoran la respuesta e incrementan el nimero de
embriones transferibles, ademas de probar si afecta el porcentaje de gestacion
en receptoras en un programa de transferencia de embriones divididos en

vaquillas Holstein.

En el Capitulo 2 se hace una revision de literatura que aborda temas
relacionados con la transferencia y division de embriones, sus implicaciones, y
sus aplicaciones en ganado bovino, también se presenta una breve descripcion
de estrategias para incrementar la produccion de embriones y el nimero de
remplazos, y finalmente los factores relacionados al desarrollo folicular con
hincapié en el efecto de las poblaciones de foliculos ovaricos en el balance

hormonal, produccién de embriones y fertilidad en ganado bovino.

En el Capitulo 3 se presentan los resultados generados de un estudio realizado
en vaquillas Holstein cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la poblacién de
foliculos ovaricos 23 mm en la produccion de embriones en donadoras y
caracteristicas del celo y supervivencia embrionaria en receptoras en épocas

calida y fria.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Programas de transferencia de embriones (TE)

La inseminacion artificial, permiti6 aumentar la tasa anual de cambio genético,
lo que se debe a: i) aumento en el nUmero de crias por semental por afo,
incluyendo el que su progenie se distribuya en un gran numero de
explotaciones, ii) aumento en la intensidad de seleccion, vy iii) aumento en la
exactitud con que los machos son seleccionados. De esta forma, por las
diferencias en intensidad de seleccién y exactitud entre machos y hembras, los
machos aportan el 70% del cambio genético esperado (Van Vleck et al. 1987).
La TE, puede aumentar el nimero de progenies producidas por unidad de
tiempo en las hembras. Y aun cuando nunca sera igual al nUmero de crias
producida por los machos, potencialmente se puede obtener amento en la
presién de seleccién y la exactitud por el lado de las hembras. Esperando
aumento adicional en la tasa de cambio genético. Sin embrago, la variabilidad
obtenida en la respuesta ovulatoria hace necesario investigar para mejorar sus

parametros.

Los programas de TE en bovinos comienzan por seleccionar vacas o vaquillas
de alto mérito genético como donadoras, a la par de seleccionar hembras
receptoras de la calidad genética disponible. La donadora es sincronizada con
prostaglandinas y progestagenos, posteriormente es superovulada con
inyecciones diarias de hormona foliculo estimulante, e inseminada a partir de
las 12 horas posteriores al inicio del estro. El ciclo estral de las receptoras debe
sincronizarse con el de las donadoras tomando en cuenta que tienden a
presentar el estro previo a las receptoras. Los embriones se recuperan

generalmente siete dias después de la inseminacion (Curtis, 1991).
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Una vez colectados e identificados, los embriones pueden ser transferidos de
inmediato como embriones frescos 0 congelarse para su posterior utilizacion,
sin embargo, los embriones frescos generan mayores tasas de gestacion que

los criopreservados (Farin y Farin, 1995).

Las gran variabilidad en respuesta a la superovulacién y produccion de
embriones, es uno de los mayores problemas en los programas de TE. En su
revision Mapletoft (2006) menciona que en 1986, en un estudio que evalud
2048 colectas de embriones en ganado bovino productor de carne, se obtuvo
un promedio de 11.5 embriones totales, de los que en promedio 6.2 embriones
fueron transferibles, el 24% de las recolecciones no produjeron embriones
viables, un 64% de los donadoras generaron menos del promedio de embriones
transferibles y el 30% de las donadoras produjo el 70% de los embriones totales
recolectados. Resultados que muestran la dificultad de predecir la respuesta
ovulatoria ocasiona problemas que afectan la eficiencia y rentabilidad de los
programas de TE. No obstante, Sartori et al. (2002) consideran que la
transferencia de un embrion puede reducir problemas de infertilidad como fallas
en la fertilizacion y pérdidas embrionarias tempranas, particularmente durante el

estrés caldrico.

Diversas técnicas y tecnologias se han evaluado para reducir la variabilidad en
la respuesta de los programas de TE tanto en la obtencion de embriones como
en el incremento de los porcentajes de prefiez, entre ellos el uso de vaquillas,
semen sexado, la divisibn de embriones y la ultrasonografia tienen un gran

potencial.

2.2 Clasificacion de embriones

Las etapas de desarrollo embrionario han sido definidas retrospectivamente
mediante la observacion morfolégica basada en el nimero de dias después de
la ovulacion. FAO (1991) y Palma (2001) describen el desarrollo de los

embriones de la siguiente manera:
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Mérula (dia 4-6) es una “bola” solida de blastbmeros con una zona pelucida,
tipicamente contiene de 16 a 32 blastomeros o de 32 a 64 cuando se considera

morula compacta (cuatro a seis divisiones celulares).

Blastocito temprano (dia 6.5-7): Se caracteriza por el comienzo del transporte
de fluido en las células trofoectodérmicas y por la formacién de una cavidad
(blastocele) en el interior del embrion. Ocupa del 70-80% del espacio

perivitelino. Es posible diferenciar el trofoblasto de la masa celular interna.

Blastocito (dia 7-8): La masa celular interna es mas compacta y oscura (100-
200 células), las células del trofoblasto estan mas separadas, el blastocele es

evidente ocupando gran parte del espacio perivitelino.

Blastocito expandido: En este caso el blastocele se distingue perfectamente
ocupando la mayor parte del espacio perivitelino y en ocasiones la totalidad de
este. El embrion ha crecido de 1.2 a 1.5 veces su tamafio normal y el grosor de
la zona pellcida se ha reducido en una tercera parte

Blastocito eclosionado: Cuando el blastocele se expande totalmente, las células
embrionarias rompen la zona pelicida y salen al exterior. EI embrién
eclosionado es redondeado hasta el dia 12, tomando después una forma oval

que crece con rapidez.

Diversos autores clasifican a los embriones por calidad basados en sus
caracteristicas morfolégicas de excelente a mala calidad (grados 1 a 4). Palma
(2001) describe las caracteristicas de los embriones clasificados por su calidad

de la siguiente manera:

Excelente: Embrion con desarrollo perfecto. Los blastbmeros son claramente

visibles, de color y estructura uniformes, con forma simétrica.
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Buena: Embriones que presentan pequefias imperfecciones como zona
pellcida ovalada, muy pocos blastomeros desprendidos de la masa celular y/o

posee una pequefia cantidad de detritus celulares.

Regular: Anormalidades definidas pero no severas como un moderado niumero
de células excluidas, tamafio pequefio, pequefia cantidad de degeneracién, o

retraso en su desarrollo no mayor a un dia.

Mala: Degeneraciones considerables, células vesiculadas, gran variacion de
tamafo celular, falla en la compactacion, pobre o retardado desarrollo celular

mayor a dos dias.

Estudios han reportado que la calidad de los embriones afecta (p<0.05) la
supervivencia de embriones producidos in vivo o in vitro (Farin y Farin, 1995),
asi como el desarrollo y supervivencia de hemiembriones (McEvoy y Sreenan,
1990).

2.3 Vagquillas en la produccién de embriones

Es generalmente aceptado que las vaquillas, en comparacion a vacas de primer
parto o multiparas, presentan un mejor alternativa para trabajos reproductivos
debido a su baja tasa de problemas reproductivos y mayor fertilidad (Haugan et
al., 2005).

El uso sistematico de vaquillas para la obtencion de embriones presenta
algunas ventajas en comparacion a las vacas lactantes. Sales y Sauza (2005)
reportaron un mayor nimero promedio de embriones recuperados de vaquillas
(10.21) en comparacion a vacas (6.31) inseminadas 12 y 24 h posteriores a la
aparicion del celo. En otro estudio en vacas y vaquillas Holstein durante el
verano (Sartori et al.,, 2002), reportaron que calidad de los embriones
recuperados y la tasa de fertilizacion (2.2 y 100%) fue mejor (p<0.05) en

vaquillas en comparacion a vacas lactantes (3.8 y 55.5%), de igual forma, en

15



vaquillas, el porcentaje de recuperacion de embriones fue 39, mientras en

vacas se estimo en 30%.

Una ventaja adicional del uso de vaquillas como donadoras en programas de
TE es que presenta una oportunidad significativa para acelerar la ganancia
genética del hato y reducir el intervalo generacional, teniendo la ventaja de no

estar sometidas al estrés de la produccion de leche.

Un estudio en vaquillas Holstein puberes y pre-puberes (Ax et al., 2005),
reportaron un promedio de 4.8 embriones transferibles colectados por vaquilla
en animales de 10 meses de edad en adelante, mayor (p<0.05) que los
obtenidos de vaquillas con 7.8 a 9.9 meses de edad (2.8), la recuperacion de

embriones se incrementd conforme incremento la edad del animal.

La implementacion de un programa de TE considerando un esquema adecuado
de seleccion de vaquillas de alto mérito genético puede ser una alternativa para
reducir el intervalo generacional de una manera rpida. Esto cuando las
donadoras comienzan su primer lacatancia y generan registros de lactacion que
pueden coincidir con las de sus crias provenientes de TE, permitiendo observar
el comportamiento productivo de las hijas para implementar un nuevo programa
de TE (

IA/TE

Programa de TE =
(Gestacion)

v

0 10-12 15-17

Edad de vaquillas provenientes
de TE (meses)
Registro de mas Registros

P ds Nacimientos del
rograma delA/TE actmientos 6e Parto de media lactancia 305 DEL

Figura 1), E (Gestacion)  programa de TE

v

10-12 15 19-21 24 29-33 34
Edad de vaquillas donadoras (meses) (Ax et al., 2005)
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Figura 1. Reduccion del intervalo generacional en programas de transferencia de embriones.

2.4 Semen sexado

Entre las compafias distribuidoras de semen para la inseminacion artificial, se
ofertan dosis de semen sexado, con hasta un 90% de crias producidas con un
sexo determinado, significando una opcién interesante para los productores
(Hayakawa et al., 2009; Peippo et al., 2009). Asi, en hatos lecheros se puede
incrementar el nUmero de remplazos, o incrementar el nUumero de machos
generalmente requerido en granjas productoras de pie de cria con alto valor
genético.

En ganado bovino los espermatozoides “X” contienen aproximadamente un 4 %
mas ADN que el espermatozoide “Y”. Aunque esta diferencia es pequefa, es
posible medir el contenido de ADN de los espermatozoides individualmente con
una precision suficiente para distinguir entre los X e Y con una precision del
90% aproximadamente para el 50% de los espermatozoides. Por lo tanto, cerca
de la mitad de los espermatozoides se descartan como no aptos para sexado
existiendo una tasa de error del 10% para aquellos sexados con este
procedimiento. El método funciona mediante la tincion de los espermatozoides
con un colorante fluorescente de union a ADN con el que el esperma masculino
y femenino puede ser cargado eléctricamente de forma diferente. Esto permite
su separacion por un clasificador de células activadas por fluorescencia (Seidel,
2007).

El semen sexado contendra una concentracion de espermatozoides por pajilla
de aproximadamente 2 millones, la cual es menor a la concentracion del semen

convencional (aproximadamente 20 millones) posiblemente debido a que el
17



proceso de clasificacion es relativamente lento y la cantidad de semen
descartado es alta.

Debido a dosis con concentraciones mas bajas de espermatozoides por pajilla,
y posiblemente un efecto negativo del proceso de seleccion, la fertilidad del
semen sexado es tipicamente mas baja en comparacion con el semen
convencional (Hayakawa et al.,, 2009; Peippo et al., 2009) por lo que se
recomienda su uso los primeros servicios de vaquillas, de tal manera, en hatos
lecheros se puede incrementar el nimero de reemplazos, o incrementar el
namero de machos generalmente requerido en granjas productoras de pie de

cria con alto valor genético.

La efectividad de la técnica de sexado del semen es posible deteminarla al
nacimiento de la cria, mediante ultrasonografia del feto, o bien mediante el
sexado del embrion. El diagnostico del sexo en el embrion se realiza a través de
una intervencion microquirdrgica para extraer una pequefia porcion de material
celular, el cual es analizado por técnicas de PCR. Los blastomeros que se
pierden en la division microquirdrgica pueden ser empleados para el diagnostico
del sexo, y la disminucion de la prefiez ocasionada por la biopsia puede ser
compensada a través de la transferencia de las mitades resultantes (Lopatarova
et al., 2008).

La alteracion de la proporcion de sexos también podria aumentar la eficacia de
los programas de IA, asi como la eficiencia en programas de producciéon

transferencia de embriones in vivo e in vitro.

2.5 Ultrasonografia

El principio del funcionamiento de la ultrasonografia se basa en la emisién de
ondas sonoras de alta frecuencia para producir imagenes de tejidos blandos y
organos internos. Al ser una técnica no invasiva, es ideal para el examen del

aparato reproductor femenino y masculino de bovinos. Un transductor de 5.0 a
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7.5 MHz es adecuado para obtener imagenes de buena calidad de los
diferentes tejidos y 6rganos reproductivos.

Existen multiples aplicaciones de la ultrasonografia en la reproduccion y manejo
de ganado lechero, por ejemplo: evaluacion de crecimiento folicular, atresia,
medicion de la tasa de ovulacién, poblaciones foliculares, formacién de cuerpo
luteo, anormalidades ovéricas, quistes y deteccion de infecciones uterinas, sin
embargo, el diagndstico temprano de gestacion es la aplicacion mas comun de

esta tecnologia.

El uso de la ultrasonografia ha permitido realizar estudios sobre la morfologia
ovarica, del cuerpo luteo y sobre la ovulacion (Pierson y Ginther, 1986; Lucy et
al., 1992), asi como la dindmica y morfologia del utero y se han logrado
examenes ultrasonicos del feto, incluyendo la identificacion del sexo (Brad y
Stroud, 2005).

En el ganado lechero el ciclo estral dura entre 18 y 24 dias, lo cual permite que
se desarrollen dos, tres o incluso cuatro ondas foliculares, al final de ellas sélo

un foliculo, el dominante de 12 a 15 mm de didmetro ovula (Lucy el al., 1992).

La mayor ventaja de la ultrasonografia es la posibilidad de realizar el
seguimiento dinamico y periddico del mismo animal. Ello ha permitido
descubrimientos de gran importancia para la reproduccién animal y a mejorar la

comprension de los eventos que ocurren durante el ciclo estral.

Starbuck-Clemer et al. (2007) reportaron que el simple uso cotidiano de la
ultrasonografia incrementd las tasas de concepcion en ganado productor de
carne, posiblemente debido a una mayor exactitud en la determinacién del
tiempo de la ovulacion, de igual forma el seguimiento constante de la actividad
ovarica puede ayudar a predecir la respuesta a tratamientos gonadotrépicos al
seleccionar las vaquillas con mayor numero de foliculos antrales. Dicha
estrategia de manejo puede llevar a un importante mejoramiento en la
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respuesta a tratamientos de superovulacion en programas de TE (Singh et al.,
2004; Ireland et al., 2007).

2.6 Division de embriones

En la década de 1970 se inici6, en Cambridge, la incursién en trabajos
enfocados a la microcirugia de embriones y la produccion de mellizos idénticos.
Produccién basada en la division de embriones mediante su micromanipulacion
en estadio de morula o blastocito, en dos o0 mas hemiembriones, sin embargo,
estudios indican que existe una relacion inversa entre el niumero de secciones

en que se divide el embrion y su capacidad de supervivencia.

La division de embriones se justifica por dos razones principales, la primera es
la obtencién de gemelos idénticos, que son utiles para la investigacion, y el
segundo es aumentar la productividad de los programas de TE. Bajo
condiciones comerciales se puede producir tasas de gestacion mayores al
100% (Kippax et al., 1991) en relacion a los embriones obtenidos, al transferir
hemiembriones en comparacion a las obtenidas al transferir un embrién
completo. Los embriones generados a partir de embriones divididos pueden ser
llamados embriones clonados, sin embargo, este procedimiento produce solo

un nimero limitado de clones, principalmente gemelos (Seike et al., 1989).

El procedimiento estandar para realizar la divisibn de embriones inicia con la
fijacion del embridn. Fijacion que se puede realizar haciendo una depresion en
la caja de petri, adhiriéndolo a la superficie usando un medio de cultivo libre de
proteinas, o con la ayuda de un manipulador y una micropipeta de vidrio, fijando
al embrion por aspiracion de la zona peldcida. Un micromanipulador (del lado
opuesto al de fijacion si es el caso) debe estar provisto de un instrumento
cortante que puede ser una micropipeta de vidrio, un trozo de hoja de afeitar o
una micronavaja para cirugia. Los manipuladores suplementarios pueden estar
equipados con microinstrumentos adicionales que permiten diferentes

manipulaciones del embrion y las mitades producidas, asi como su
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desplazamiento en la placa. Una microaguja permite seccionar o0 separar
aguellas mitades que no fueron divididas en su totalidad. Un brazo de mortero
permite desplazar los embriones divididos sin provocar traumatismos. Una
micropipeta en forma de gancho puede abrir la zona pellcida para extraer el
embrion de su interior. Los instrumentos con excepcién del microescalpelo,
deben ser confeccionados a partir de finos tubos de vidrio con ayuda de un

estirador de pipetas y una microfragua (Palma, 2001)

La divisién de los embriones provoca una pérdida celular de aproximadamente
10% (McEvoy y Sreenen, 1990), lo cual puede comprometer la supervivencia de
los embriones de calidad inferior, por lo que se sugiere dividir s6lo embriones de

excelente y buena calidad.

Las mérulas compactas y los blastocitos divididos no necesariamente deben ser
introducidos a zonas pellucidas vacias, su ausencia no afecta su capacidad de
supervivencia al ser transferidas en hembras receptoras (Warfield et al., 1987).
Después de la micromanipulacion cada hemiembrién puede ser transferido a
una receptora, o brevemente incubado ya sea in vitro o en oviductos ligados de

coneja u oveja (Gordon, 2004).

El éxito de la divisibn de embriones ha sido demostrado por la generacion de
gemelos idénticos en ganado ovino (Shelton y Szell, 1988), caprino (Nowshari y
Holtz, 1993), porcino (Reichelt y Niemann, 1994) y bovino (Lopatarova et al.,
2008)

Diversos factores pueden afectar la viabilidad y de los embriones
micromanipulados. Dependiendo de la calidad de los hemiembriones los
resultados pueden variar para mitades de calidad buena, y para aquellas de
calidad baja. Otros factores que pueden afectar la viabilidad del embrién

dividido incluyen la cantidad de divisiones del embrion (FAO, 1991), el sistema
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de cultivo (King et al., 1992), la criopreservacion (Nowshari y Holtz, 1993) y el

tipo de transferencia (Warfiel et al., 1987).

El uso de semen sexado en combinacion con la division de embriones puede
incrementar al doble la eficacia economica de los programas de TE,
considerando que se podria producir un 90% de crias ya sea para reemplazos o

venta de sementales.

2.7 Estrés calorico

El estrés caldrico es la combinacién de elevada temperatura del aire, radiacion
solar, y humedad, juntos reducen la pérdida de calor por conveccién del animal
aumentando la temperatura corporal. Tales condiciones se complican en vacas
lactantes, mismas que producen mas calor que vacas en otro estado fisiologico.
Reproductivamente, el estrés calorico reduce la fertilidad explicandose por:
disminucién en la calidad de los ovocitos, tasa de fertilizacion reducida, y
elevada mortalidad embrionaria (Hansen, 2007).

Hansen y Fuquay (2011) mencionan tres periodos en el ciclo reproductivo de
las hembras en los que el estrés caldrico ocasiona reduccion en el porcentaje
de prefiez. El primero cuando el estrés caldrico se presenta entre 90 y 110 dia
antes de la ovulacion, fase de crecimiento del ovocito lo cual puede reducir su
competencia y desarrollo. El segundo es el periodo periovulatorio, en el que en
condiciones experimentales, el estrés calérico no disminuy6é la tasa de
fertilizacion, pero si la capacidad de los embriones para desarrollarse
normalmente. El tercer periodo corresponde al desarrollo embrionario

temprano, en el cual se puede ver comprometido el reconocimiento materno.

En vacas gestantes, se ha reportado en que la exposicion cronica a altas
temperaturas ambientales resulta en bajos pesos fetales, lo que puede estar
relacionado a un bajo flujo sanguineo a traves de la placenta impidiendo un

adecuado desarrollo fetal (Reynolds et al., 1985).
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Sartori et al. (2002), reportaron que la calidad de los embriones recuperados y
la tasa de fertilizacion es mejor (p<0.05) en vaquillas (2.2 y 100%) en
comparacion a vacas lactantes (3.8 y 55.5%) en tiempo de estrés caldrico, y a
la vez observaron una tendencia a incrementar la tasa de recuperacion de
embriones en vaquillas (39.5%) respecto a vacas (30%). Sin embargo, el
namero de estructuras totales recuperadas fue similar (38 vs 41) entre vacas
lactantes en verano e invierno. Por otro lado, Stewart et al. (2011) en un estudio
en vacas Holstein en estrés cal6rico, estimaron un aumento de 24% (42 vs
18%) en la tasa de prefiez mediante TE de embriones producidos in vitro y

semen sexado en comparacion con inseminacion artificial.

2.8 Desarrollo folicular en vaquillas

Desde el desarrollo fetal las hembras tienen definido el nimero de ovocitos
disponibles para su futura vida reproductiva (14000 a 250000) (Erickson, 1966).
Una vez nacida, la vaquilla comienza el desarrollo de su sistema reproductor
presentando foliculos antrales visibles, a partir de la segunda semana de vida
(Desjardins y Hafs, 1969). Dicha cantidad de foliculos presenta un pico de
crecimiento a los cuatro y ocho meses de edad. El tamafio de la vagina y cérvix
se incrementan gradualmente a partir de los cuatro meses de edad, y
rapidamente después de la primera ovulacion, mientras que el tamafio del Gtero
se incrementa constantemente desde el nacimiento hasta la primera ovulacion.
Rawlings et al. (2003) observaron crecimiento de los ovarios en dos etapas, la
primera de las 2 a 14 semanas y la segunda de las 34 a las 60 semanas y el
crecimiento del foliculo de mayor diAmetro se presenta en un patrén similar al

crecimiento de los ovarios.

Factores reguladores del crecimiento, desarrollo y diferenciacion folicular.

En el ciclo estral del bovino se desarrollan de una a cuatro ondas de

crecimiento folicular (Lucy et al. 1992), dividiéndose cada una en fase de
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reclutamiento, seleccion, dominancia y atresia, ocurriendo la ovulacion en la

ultima onda folicular.

El reclutamiento folicular es la formacion de una poblacion de foliculos antrales,
de donde uno o varios foliculos son seleccionados para la ovulacion. En dicho
proceso un aumento transitorio de FSH precede al reclutamiento de los foliculos
(Webb et al., 2003). La seleccion es la fase en la que un foliculo
estrogénicamente activo promueve su crecimiento e inhibe el desarrollo de los
demas foliculos mediante la secrecion de inhibina y estradiol, al reducir las
concentraciones de FSH (Sunderland et al., 1994). La dominancia es el
mecanismo mediante el cual un foliculo dominante continla su répido
crecimiento en un medio donde el desarrollo y crecimiento de otros foliculos
reclutados al mismo tiempo es suprimido (Webb et al., 1999). La atresia es el
proceso en el cual los foliculos antrales en ausencia de factores requeridos para
su maduracion y ovulacién dejan de crecer y empiezan a degenerarse. La
ovulacion es un proceso en el cual el foliculo preovulatorio se rompe y libera un

ovocito maduro con capacidad de ser fecundado (Acosta, 2007).

Desarrollo de ondas foliculares

El ovario bovino contiene un gran conjunto de foliculos primordiales desde el
nacimiento, sin embargo, menos del 0.1% de los foliculos presentes en el ovario
ovulan durante la vida reproductiva de la vaca (Erickson, 1966). La mayoria de
los foliculos que entran al grupo de crecimiento estan destinados a sufrir
atresia, sin embargo, los tratamientos cortos con gonadotropinas estimulan el

crecimiento de los foliculos antrales hasta alcanzar un tamarfio ovulatorio.

Las vacas Holstein se caracterizan por presentar 2 ondas foliculares, mientras
gue las vaquillas Holstein al igual que las vacas para produccion de carne
presentan de dos a tres ondas foliculares iniciando los dias 2y 11 6 2, 9 y 16,
respectivamente (Evans et al., 2003). Al respecto, Townson et al. (2002)

indicaron que las vacas que presentan dos ondas foliculares por ciclo tienden a
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presentar ciclos cortos, y ovulan foliculos mas grandes y viejos teniendo una

menor fertilidad que el ganado con tres ondas por ciclo.

La principal hormona que induce el crecimiento de foliculos antrales durante las
ondas foliculares es FSH. Los foliculos antrales que se desarrollan producen
estradiol e inhibina, los cuales actian en la retroalimentacion negativa de FSH.
El factor analogo a Insulina 1 (IGF-1) también interactta con FSH para
promover el crecimiento folicular, y simular o incrementar la acciéon de FSH
sobre las células de granulosa en bovinos (Burns et al., 2005). Ireland et al.
(2007) observaron que las concentraciones séricas de FSH estan inversamente
relacionadas con la variacién del nimero de foliculos en las ondas ovulatorias y
no ovulatorias en vaquillas para carne, encontrando que el niumero de foliculos
antrales no varia entre ondas foliculares, por lo que la poblacién folicular puede
considerarse como una caracteristica morfolégica confiable para clasificar

hembras.

2.9 Poblaciones Foliculares

Los foliculos antrales crecen en un patrén ondulatorio, consistente en el
desarrollo sincronico de un grupo de foliculos precedido por un aumento

transitorio de las concentraciones séricas de FSH (Adams et al., 1992).

Esta ampliamente documentado que la presencia de foliculos dominantes
producen factores que inhiben el crecimiento de los foliculos subordinados, sin
embargo, Cushman et al. (2009) no encontraron efecto negativo de la presencia

de foliculos dominantes sobre su PF.

La variacién en el niumero de foliculos que responden a FSH presentes en el
ovario al inicio del tratamiento de superovulacion, ha sido estimada en un 70%,
existiendo una correlacion positiva (p<0.05) entre el numero de foliculos en la
superficie del ovario y la respuesta superovulatoria. La cantidad de foliculos

antrales en la superficie del ovario ha sido correlacionada con su peso al
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nacimiento, peso del ovario y numero de foliculos al nacimiento (Cushman et
al., 2009). El numero de foliculos 23 mm de diametro reclutados en cada ciclo
se ha determinado en distintos dias del ciclo estral en ganado productor de
carne, y en vaquillas y vacas Holstein (Singh et al., 2004; Starbuck-Clemer et
al., 2007; Ireland et al., 2007). Los resultados mostraron que la poblacion
folicular es muy variable entre los animales, pero altamente repetible (0.85 a
0.95) en los individuos (Burns et al., 2005; Jimenez-Krassel et al., 2009; Mossa
et al., 2012). Investigaciones previas en bovinos (Burns et al., 2005; Ireland et
al., 2007) han reportaron que el numero maximo de foliculos =23 mm de
diametro durante diferentes ondas foliculares de bovinos e incluso entre
estaciones del afio, es constante y altamente repetible, a pesar de las diferentes

concentraciones hormonales durante el ciclo estral.

Los resultados de la literatura confirman que tanto vacas como vaquillas pueden
ser clasificadas morfol6gicamente de una manera confiable en base a su

poblacién de foliculos antrales.

Poblacién folicular y produccién de embriones y ovocitos

Estudios en bovinos (Ireland et al., 2007) y ovinos (Mossa et al., 2007) han
demostrado que la proporcion de embriones transferibles es baja en hembras
con poblaciones foliculares altas en comparacion con las de baja poblacion
folicular, sin embargo, el nimero total de embriones transferibles es mayor en

las primeras.

La capacidad de respuesta a la superovulacién y el éxito de la aspiraciéon
folicular y la TE han sido negativamente asociados con la edad y la reduccién
en el nimero de foliculos y ovocitos en los ovarios (Cushman et al., 1999; Singh
et al., 2004).

Los animales con una baja PF tienen ovarios mas pequefios en comparacion

con las vacas de la misma edad con una mayor PF (Ireland et al., 2008), lo cual
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podria ser un indicador de una baja respuesta a tratamientos con
gonadotropinas. Por otra parte, las hembras con una baja PF tienen una
respuesta reducida a la superovulacién (Singh et al., 2004, Ireland et al., 2007)
En general los estudios concuerdan en que vacas con una baja PF tienen una
capacidad de respuesta inferior a la superovulacién y producen una cantidad

significativamente menor de embriones de buena calidad.

Poblacién folicular y balance hormonal

Algunos estudios recientes han demostrado que las concentraciones basales de
FSH (Ireland et al., 2008; Mossa et al., 2010) y LH (Jimenez-Krassel et al.,
2009) son més bajas en animales con alta PF en comparacion a los animales

con baja PF.

Mossa et al. (2010) evaluaron la respuesta a la aplicacion a liquido folicular y
GnRH en vacas ovariectomizadas que tenian una alta o baja PF. No se
encontraron diferencias entre los dos grupos en la concentracién basal de FSH
o secrecidon de LH, deduciendo que las diferencias en la secrecién de
gonadotropinas entre animales con alta y baja PF es debida a diferencias en la
concentracion de hormonas esteroidales y no a diferencias en la funcién de la

pituitaria.

Evidencia de que el niumero total de foliculos sanos en los ovarios contribuye al
medio ambiente endocrino es proporcionada por la hormona anti-Mulleriana
(AMH). La AMH es producida principalmente por las células de la granulosa de
foliculos en crecimiento (Rico et al., 2009). Recientemente se ha demostrado
gue las concentraciones de AMH pueden predecir la PF y el nimero de ovocitos
en vacas y vaquillas (Ireland et al., 2008), y que las concentraciones de AMH en
suero antes de la superovulacion estan altamente correlacionadas con el

namero de ovulaciones después del tratamiento (Rico et al., 2009).
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Las concentraciones seéricas de estradiol e inhibina-A no son diferentes entre
los grupos de animales con alta y baja PF (Ireland et al., 2008), debido a que
los foliculos de los animales con baja PF tienen concentraciones de estradiol
mas altas en el liquido folicular en comparacion con animales de alta PF, lo cual
puede estar asociado a las mayores concentraciones de FSH en las hembras

con baja frente a alta PF (Mossa et al., 2010).

Los animales con baja PF tienen concentraciones de progesterona baja durante
el ciclo estral comparativamente a animales con alta PF (Jimenez-Krassel et al.,
2009). Ademas las células de la granulosa y células liteas de los animales con
una baja PF tienen menos capacidad para producir progesterona in vitro en
comparacion a los animales con alta PF.

Poblacién folicular en receptoras de embriones

Se ha determinado en investigaciones previas que los bovinos con poblaciones
foliculares relativamente altas pueden presentar mejores respuestas tanto en
fertilidad, como en el nimero de estructuras colectadas en vacas y vaquillas
donadoras de embriones (Gong et al., 1996; Cushman et al., 1999; Ireland et
al., 2007; Cushman et al., 2009), sin embargo, no esta claramente dilucidado el
efecto de las poblaciones foliculares sobre las tasas de gestacion en vaquillas
receptoras de embriones. Cushman et al. (2009) encontraron una asociacion
entre bajas poblaciones foliculares y bajas tasas de gestacién en vaquillas para
carne, mientras Starbuck-Clemer et al. (2007) no encontraron relacion entre la
tasa de concepcion y la poblacién folicular en vaquillas y vacas para carne al
comparar animales de alto y bajo niamero de foliculos >4 mm de diametro.

Se ha demostrado una correlacién positiva entre la concentracion de
progesterona en vacas Yy su poblacion folicular. Bajas concentraciones
circulantes de progesterona se asocian con altas tasas de mortalidad de los
embriones en el ganado bovino (Rhinehart et al., 2009). En consecuencia, el
ganado con una baja PF y bajas concentraciones de progesterona circulantes
asociadas con un desarrollo disminuido del endometrio, también pueden tener
menores tasas de gestacion.
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Mossa et al. (2012) evaluaron el nimero de foliculos antrales a la inseminacion
en vacas Holstein, encontrando una asociacion positiva (p<0.05) ente las PFs 'y
su estatus reproductivo. Se obtuvieron bajas tasas de prefiez al final de la
época de empadre, mayores intervalos del destete a la concepcion y un mayor
namero de servicios por concepcion en vacas con baja PF comparadas con las
de alta PF.
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3. POBLACION FOLICULAR Y EPOCA EN LA EFICIENCIA DE
UN PROGRAMA DE PRODUCCION DE EMBRIONES
DIVIDIDOS EN VAQUILLAS HOLSTEIN

Meda Alducin Pedro, Rangel Santos Raymundo

3.1 Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la poblacién de foliculos (PF)
ovaricos 23 mm de vaquillas Holstein, en la produccion de embriones en
donadoras y caracteristicas del celo y supervivencia embrionaria en receptoras,
en épocas calida y fria. Vaquillas entre 12 y 16 meses fueron examinadas en
cuatro ocasiones, por ultrasonografia con un transductor lineal de 5 MHz para
determinar la PF y fueron asignadas a uno de los siguientes tratamientos: A) PF
Baja (< 4 foliculos, n = 10) y B) PF Alta (= 5 foliculos, n = 9) en donadoras y C)
PF Baja (< 4 foliculos, n = 27) y D) PF Alta (= 5 foliculos, n = 38) en receptoras.
Las donadoras fueron superovuladas, inseminadas con semen sexado y
lavadas 8d después del servicio. Blastocitos de buena calidad fueron divididos y
transferidos como uno 6 dos hemiembriones en el cuerno ipsilateral al ovario
con cuerpo luteo. En donadoras, las variables evaluadas fueron numero de
ovocitos (OVO), moérulas, blastocitos, embriones transferibles, embriones
degenerados, y total de estructuras colectadas, en receptoras se evalué la
incidencia de celo, hora al celo, diametro del foliculo preovulatorio, incidencia de
ovulacion, diametro del cuerpo lateo y porcentaje de gestacion (GEST). Se
encontré un rango de 1 a 9 foliculos en las vaquillas, con una repetibilidad
(p<0.05) de 0.24 época calida y 0.66 en época fria. Las PF ni la época afectaron
(p>0.05) la produccion de embriones u OVO en donadoras. En receptoras soélo
GEST fue afectada (p<0.05) por la transferencia de uno (27.8%) o dos
hemiembriones (0%). La poblacion folicular y la época no afectaron la
produccién de embriones en vaquillas Holstein donadoras ni las caracteristicas
del estro y supervivencia embrionaria de receptoras. La época del afio afecto la
repetibilidad de las PFs, La transferencia de uno o dos hemiembriones en el
cuerno ipsilateral al cuerpo lateo afecté la supervivencia embrionaria.

Palabras clave: Poblacién folicular, época del afio, embriones divididos, estro,
vaquillas Holstein

Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Pedro Meda Alducin
Director de Tesis: Raymundo Rangel Santos, Ph.D.
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FOLLICULAR POPULATION AND SEASON IN THE EFFICIENCY
OF AN SPLIT EMBRYO TRANSFER PROGRAM IN HOLSTEIN
HEIFERS

Meda Alducin Pedro, Rangel Santos Raymundo

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of the ovarian follicular
population (FP) =23 mm of Holstein heifers in embryo production from donors and
estrus characteristics and embryo survival in recipients during warm and cold
seasons. Heifers between 12 and 16 months were examined in four occasions,
by ultrasonography with a 5 MHz linear transducer to determine the follicular
population and were assigned to one of the following treatments: A) FP Low (< 4
follicles, n = 10) and B) FP High (= 5 follicles, n = 9) in donor and C) FP Low (< 4
follicles, n = 27) and D) FP High (= 5 follicles, n = 38) in recipients. The donors
were superovulated, inseminated with sexed semen and the embryos were
recovered 8d after the service. Good quality blastocysts were divided and
transferred as a hemiembryo or two hemiembryos in the ipsilateral horn to the
ovary with the corpus Iluteum of each recipient. In donors, the variables
evaluated were number of oocytes (OOC), morule, blastocysts (BLA),
transferable embryos, degenerate embryos, and total structures collected (TSC).
In recipients it was evaluated the incidence of estrus, time to estrous, diameter
preovulatory follicle, incidence of ovulation, diameter of the corpus luteum and
pregnancy rate (PR). We found a range from 1 to 9 follicles among animals, with
a repeatability (p<0.05) of 0.24 and 0.66 during warm and cold seasons
respectively. Follicular population and season did not affect (p>0.05) the
embryos production or OOC from donors. In recipients only PR was affected
(p<0.05) by transferring one (27.8%) or two (0%) hemiembryos. In Holstein
heifers follicular population and season did not affect the production of embryos
from donors or the characteristics of estrus and embryonic survival in recipients,
the season affects the repeatability of FP. Transferring of one or two
hemiembryos in the ipsilateral horn to the corpus luteum affects embryo survival.

Key words: Follicular population, season, split embryos, estrous, Holstein
heifers.

Master of Science Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
Author: Pedro Meda Alducin
Advisor: Raymundo Rangel Santos, Ph.D.
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3.2 INTRODUCCION

La evaluacion de la poblacién de foliculos ovaricos ha sido objeto de estudio en
los dltimos afios tanto en humanos como en animales. En bovinos (Singhet al.,
2004) y en ovinos (Mossa et al., 2007) se sugiere que las altas poblaciones de
foliculos (PF) pueden tener un efecto positivo en la respuesta a tratamientos de
superovulacion incrementando el nimero de ovocitos para procedimientos de
fertilizacion in vitro como un mayor nimero de embriones (Ireland et al., 2007).
La tasa de repetibilidad de la poblacion de foliculos antrales con diametro de al
menos 3 mm en vaquillas es alta (0.96, Burns et al.,2005), y estudios recientes
(Mossa et al.,, 2012) asocian la baja fertilidad en ganado lechero con bajo
namero de foliculos antrales 23 mm de didmetro. Cushman et al. (2009)
estudiando ganado productor de carne, estimaron que la PF es constante entre
ondas foliculares, lo cual que permite la identificacion de individuos con
poblaciones foliculares altas incrementa la posibilidad de tener éxito al
identificar hembras con habilidad sobresaliente en la produccion de embriones y

en la fertilidad de receptoras.

En la sincronizacion de estros, el uso del dispositivo intravaginal liberador de
progesterona (CIDR) y prostaglandinas, es uno de los protocolos mas usados
en hatos lecheros. Con el CIDR la incidencia del estro en vaquillas puede ser
alta durante los primeros dias de finalizado el protocolo. Sin embargo, una de
las principales razones para la exclusion de animales de experimentos es la

falta de manifestacion de celos.

El efecto detrimental del estrés calorico sobre la reproduccion de ganado
lechero es ampliamente reconocido, y una de las estrategias mas efectivas para
mejorar la fertiidad de vacas lactantes expuestas a estrés caldrico es la
transferencia de embriones, la cual puede tener mejores resultados al utilizar
embriones divididos con lo que se puede incrementar asi el porcentaje de

gestaciones en hasta un 142%. Desarrollar alternativas que conlleven a reducir
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la variabilidad de la respuesta a tratamientos de superovulacion e incrementar
la produccion de embriones, asi como una adecuada sincronizacion del estro es
una de las principales metas para incrementar el comportamiento reproductivo
en hatos lecheros. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la poblacion
de foliculos ovaricos 23 mm de vaquillas Holstein, en la produccién de
embriones en donadoras y caracteristicas del celo y supervivencia embrionaria

en receptoras en épocas célida y fria.
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3.3 MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El experimento se realizo en el establo lechero de la Unidad de Produccion 18
de Julio propiedad de la Cooperativa Agropecuaria y Forestal Chapingo,
ubicado en el municipio de Tlahualilo, Durango, entre las coordenadas 25° 54°
07" latitud norte y 103° 35°09"" longitud oeste. La altura sobre el nivel del mar
es de 1137 m, con clima seco arido. La temperatura media anual es de 21.1 °C
con una precipitacion pluvial de 239 mm anuales, distribuida principalmente en
los meses de julio a septiembre (Garcia, 1988). Los programas de transferencia
de embriones fueron realizados del 29 de julio a 16 de agosto (época célida) y
del 1 al 19 de diciembre del 2010 (época fria) presentando indices de

temperatura y humedad (ITH) por época de 74 y 54, respectivamente.

Animales y ultrasonografia

En épocas célida y fria se escanearon con un equipo de ultrasonido (Sonovet
2000, Madison Wisconsin) equipado con un transductor rectal de 5 MHz, 74
vaquillas Holstein virgenes de entre 12 y 16 meses de edad, para determinar su
poblacion de foliculos ovaricos 23 mm de diametro. Cada ovario fue escaneado
para identificar la posicién del cuerpo luteo y de los foliculos antrales. Todas las

revisiones fueron realizadas por el mismo técnico.

La poblacion folicular se definié por el nimero de foliculos de diametro de 3 o
méas mm en ambos ovarios, considerandose tanto los foliculos en fases de
crecimiento como los atrésicos. Para determinar la repetibilidad de la poblacion
individual de foliculos, cada vaquilla fue revisada en cuatro ocasiones previas al
inicio de la sincronizacién de estros (dia cero o insercion del CIDR), con
intervalo de 10 dias entre cada revision. El promedio de foliculos encontrados
en las revisiones se consider6 como la poblacion folicular individual y fue

utilizada para ser asignadas a uno de los tratamientos correspondientes.
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Disefio experimental

Las vaquillas utilizadas como donadoras (n=19) fueron asignadas a uno de los
siguientes tratamientos: A) PF alta (=5 foliculos, n=9), y B) PF baja (<4 foliculos,
n=10) acorde a las épocas calida (EC) fria (EF) en las que se realizo el estudio.
Las vaquillas restantes (n= 65) fueron sincronizadas como receptoras de
embriones distribuyéndose en los siguientes tratamientos: A) PF alta (=4
foliculos, n=23), y B) PF baja (<4 foliculos, n=42) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion de las vaquillas en el estudio por poblacion folicular y
época del ano.

Vaquillas Poblacién Epoca calida Epoca fia
Folicular (n) (n)
Alta 5 4
D
onadoras Baja 5 5
Receptoras Alta 16 !
P Baja 17 25

Programa de transferencia de embriones

Los programas de transferencia de embriones divididos (TEd) incluyen las
siguientes actividades: seleccion de reproductores (donadoras y receptoras),
sincronizacion de celos, superovulacion, servicio a las donadoras, recoleccion
de embriones, division y transferencia de embriones a receptoras. El protocolo

utilizado se muestra en la Figura 2.

Sincronizacion del estro y superovulacién

La sincronizacion del estro de las vaquillas se realizé mediante la aplicacion de
2 mg de benzoato de estradiol (BE) (Benzoato de Estradiol, Synex) el dia inicial
(dia cero) y la insercion de un dispositivo intravaginal conteniendo 1.9 g de
progesterona (CIDR, Pfizer) durante ocho dias. El dia 8 a las 8:00 h se retir6 el
dispositivo intravaginal y se aplicaron via intramuscular 500 pug de Cloprostenol
(Celosil, Schering Plough). La deteccion de celos se realiz6 permanentemente a
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Figura 2. Actividades en el protocolo de transferencia de embriones.

partir de 24 h después de retirar el dispositivo intravaginal. La superovulacion se
llevé a cabo del dia cinco al dia ocho de la sincronizacion, las vacas recibieron
300 mg de hormona foliculo estimulante (, Folltropin-V Bioniche.) aplicando
ocho dosis con un intervalo de 12 h entre aplicaciones en un protocolo
descendente (60, 60, 50, 50, 30, 30, 10, 10 mg). Las donadoras fueron
inseminadas a las 12, 18 y 24 h posteriores a la deteccion del celo, aplicando
media dosis de semen sexado (2x10° de espermatozoides) por servicio en la
parte media de cada cuerno uterino. Se utiliz6 semen comercial, con lote y

fertilidad conocidas, y de un solo semental.

Recoleccién y division de embriones

Los embriones fueron colectados entre el dia 7 y 7.5 después de la
inseminacion, utilizando procedimientos no quirdrgicos y una solucién de PBS
(Solucion salina fosfato buferada) modificada, utilizando un catéter Foley (No.
18) lavando cada cuerno uterino en forma independiente. Los embriones fueron
recuperados en un filtro Emcon con malla de 80 micras; posteriormente se
determind su calidad con ayuda de un microscopio estereoscoépico, tomando en

consideracion sus caracteristicas morfolégicas y su estadio de desarrollo. Solo
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los blastocitos de excelente calidad fueron divididos utilizando procedimientos
estandares, con ayuda de un micromanipulador, un microscopio invertido y una

micronavaja.

Sincronizacion de estro en vaquillas receptoras y transferencia de
embriones

La sincronizacion del estro en las receptoras se realizé bajo el mismo esquema
gue en las donadoras, con la diferencia de que la aplicacion de prostaglandinas
se realizo el dia siete a las 19:00 h. La TE se llevo a cabo inmediatamente
después de clasificar (y dividir segun el caso) los embriones mediante un
método no quirdrgico, colocandose un medio embrién (hemiembrion), dos
medios embriones, un blastocito o una moérula, en el tercio medio del cuerno
ipsilateral al ovario donde se encontré el cuerpo lateo (CL) en cada receptora.
Para la TE se aplic6 un bloqueo epidural con 5 mL de lidocaina al 2%
(Servacaina, Intervet) por receptora, y fue realizada por el mismo técnico en las
dos épocas del afio. La deteccidn de prefiez se realizé 45 d posteriores a la TE

con ayuda de un equipo ultrasonografico.

Alimentacién de las vaquillas
Las vaquillas fueron alimentadas ad libitum en 2 ocasiones diarias (08:00 y
18:00 h), con una dieta a base de heno de avena, pasta de soya, salvado de

trigo, ensilaje de maiz y suplementos minerales asi como agua limpia ad libitum.

Variables evaluadas

Para determinar el efecto de las poblaciones foliculares en épocas calida y fria,
se registraron las siguientes variables: la poblacion folicular, y la repetibilidad
individual en todas las vaquillas, en vaquillas donadoras la incidencia de celo,
horas al celo, nimero de ovocitos, morulas, blastocitos, embriones transferibles,
embriones degenerados y estructuras totales colectadas; mientras en las

vaquillas receptoras las variables registradas fueron la incidencia de celo, horas
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al celo, didmetro del foliculo preovulatorio, diametro del cuerpo luteo presente
siete d después del celo y el porcentaje de gestacion 45 d post-transferencia.

La incidencia de celo se determind al detectar que las vaquillas fueron
montadas por mas de 10 segundos. Se consideré como horas al celo, las horas
transcurridas de la remocion del CIDR y aplicacion de prostaglandinas a la

primera mota.

El nUmero de embriones transferibles se definié como el nimero de blastocitos
y el numero de morulas cuya calidad fue considerada apta para transferirse.
Embriones degenerados fueron aquellos que en algun estadio de desarrollo no
continuaron su crecimiento, asi como los embriones de calidad no transferible.
Las estructuras totales colectadas fue la suma del nimero de embriones y de

oVvocitos.

Durante las épocas calida y fria se registraron las temperaturas maxima,
minima y humedad relativa durante los dias comprendidos de la sincronizacion
a la TE para realizar el calculo del indice de temperatura y humedad (ITH). El
ITH fue calculado utilizando la temperatura media (TM) y la humedad relativa
(HR) tomadas los dias del estudio, con la siguiente ecuacion (1.8 x TM + 32)-
(0.55-(0.0055 x HR)) x (1.8 x TM - 26.8) (Fuguay et al., 2011). Se encontré un

ITH de 74.6 durante la época calida y de 54.7 para la época fria.

Analisis Estadistico

Las variables respuesta en donadoras fueron sometidas a una prueba de
Shapiro-Wilks para el andlisis de normalidad de los datos mediante el
procedimiento UNIVARIATE del paquete estadistico computacional SAS (9.0,
2002); al verificar que los datos no mostraron una distribucion normal, fueron
analizadas en un disefio experimental factorial 2x2 con ayuda del procedimiento
para variables categoricas (CATMOD) del mismo paquete estadistico

computacional.
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En las vaquillas receptoras, las variables hora al celo, didmetro del foliculo
preovulatorio y didmetro del cuerpo Ilateo fueron analizadas con el
procedimiento GLM, mientras que las variables incidencia de celo, incidencia de
ovulacién y gestacion se analizaron mediante pruebas de Chi cuadrada (%) con
el procedimiento FREQ del paquete estadistico SAS (9.0, 2002).

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Yig= K +Pi +E+P*E jteik

Donde: y; es la respuesta en la i- ésima poblacion folicular con la j-ésima
vaquilla; p es la media general de las vaquillas; P; es el efecto de la i-ésima
poblacion folicular (1= Alta, 2= Baja); E;es el efecto de la i-ésima época del afio
(1=Calida, 2=Fria); PE; es el efecto de la interaccion de la i-ésima poblacion

folicular y la i-ésima época del afio y & es el error experimental.

La repetibilidad (rango de 0-1, 1 es perfecta) es definida como la proporcion del
total de la varianza atribuida a la varianza animal calculada de la siguiente

manera: o” animal/ (o”animal + error de ¢%) (Boni et al., 1997).

3.4 Resultados y discusién

Poblacién folicular

El rango de foliculos ovaricos en las vaquillas del estudio fue de uno a nuevey
una repetibilidad (p<0.05) de 0.24 y 0.66 en épocas célida y fria. Las vaquillas
(n=19) con el numero promedio de foliculos méas divergentes (Figura 3) fueron
seleccionadas como donadoras, las restantes 65 fueron sincronizadas como

receptoras de embriones, ambos grupos en dos épocas diferentes.
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Figura 3. Distribucién del promedio de foliculos ovaricos 23 mm de vaquillas Holstein virgenes
escaneadas mediante ultrasonografia cuatro veces a intervalos de 10 d.

El rango de foliculos del estudio concuerda con el reportado por Oliveira et al.
(2002) en vacas Bos indicus ciclando, con alta y baja fertilidad, obteniendo un
promedio de 0.5 a 5.8 foliculos >5 mm. De manera similar Starbuck-Clemer et
al. (2007) reportaron un promedio de 4.4 foliculos 24 mm con una repetibilidad
de 0.05 a 0.5 en ganado bovino productor de carne con dos o tres ondas
foliculares durante la época de empadre. Sin embargo, la mayoria de los
estudios difieren con los resultados reportados en el presente estudio. Burns et
al. (2005) encontraron un rango de 8 a 42 foliculos 23 mm con una repetibilidad
individual de 0.92 en vaquillas Holstein, a su vez estudios recientes en vaquillas
productoras de carne (Ireland et al., 2007) han presentado rangos de 9 a 45

foliculos 23 mm y una repetibilidad promedio de 0.85.

Singh et al. (2004) encontraron una fuerte relacion entre el nimero de foliculos
>2 mm en la ultima onda folicular y el nimero de foliculos al final del tratamiento
superovulatorio en vacas. En ovejas, Mossa et al. (2007), reportaron un
incremento del total de estructuras colectadas en ovejas con PF >8 en

comparacion a ovejas con <8 foliculos (8.0 vs 4.2).
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En bovinos, el nimero de foliculos ovaricos puede ser un predictor de la
respuesta a tratamientos de superovulacion para la obtencion de embriones in
vivo (Ireland et al., 2007) asi como en ciclos de aspiracion folicular (Singh et al.,
2004).

La causa de la variabilidad de foliculos del presente estudio como de estudios
previos es desconocida, sin embargo, puede deberse a factores como el
namero de foliculos primordiales desde el nacimiento (Erickson, 1966),
mecanismos genéticos, concentraciones hormonales (Jimenez-Krassel et al.,
2009; Mossa et al., 2010), nutricion materna (Evans et al., 2010), factores medio

ambientales o al equipo ultrasonogréfico utilizado.

Respuesta en donadoras

La poblacion folicular en vaquillas Holstein donadoras de embriones
determinada antes de la remocion del CIDR no afectd (p>0.05) la incidencia del
celo (100% en ambos grupos) y horas al celo (baja PF= 39.5+2.9 vs alta PF=
42.8+3.8). La época del afio no afectd la incidencia del celo (100% en ambos
grupos) y horas al celo (época calida= 38.5+3.1 vs época fria= 43.9+3.3) de los
grupos. Sin embargo, hasta el momento no se ha encontrado informacién
publicada para comparar los resultados con otras investigaciones. Estudios en
vacas lecheras y vaquillas para produccion de carne, han reportado
concentraciones similares de estradiol a través del ciclo estral en grupos de
animales con alta y baja poblacion folicular (Ireland et al., 2007; Mossa et al.,

2010), lo cual podria explicar parcialmente los resultados obtenidos.

En vaquillas Holstein, la poblacion folicular, la época del afio ni su interaccion,
afectaron (p>0.05) el nUmero de ovocitos (OVO), numero de mérulas (MOR),
blastocitos (BLA), embriones transferibles (ET), embriones degenerados (DEG),

y estructuras totales colectadas (TOEC) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Estructuras colectadas de vaquillas donadoras con alta (APF) o baja
(BPF) poblacién folicular durante épocas célida (EC) y fria (EF) y su interaccion.

Variable n TOEC BLA MOR ET DEG OovOo PEC’
(n) (%0) (%) (%0) (%0) (%)
APF 9 60 21.7 15.0 36.7 11.7 51.7 6.6+2.3
BPF 10 71 39.4 7.0 46.5 11.3 42.3 7.1+22
EC 10 83 28.9 12.0 41.0 8.4 50.6 83+1.7
EF 9 48 35.4 8.3 43.8 16.7 39.6 53+2.0
APF x EC 5 42 14.3 19.0 33.3 7.1 59.5 84+15
APF x EF 4 18 38.9 5.6 44.4 22.2 33.3 45+17
BPF x EC 5 41 43.9 4.9 48.8 9.8 41.5 8.2+3.2
BPF x EF 5 30 33.3 10.0 43.3 13.3 43.3 6.0+ 3.3

? Suma de blastocitos y morulas. Y + error estandar. OVO= ovocitos, MOR= morulas, BLA=
blastocitos, ET= embriones transferibles, DEG= embriones degenerados, TOEC= total de
estructuras colectadas, PEC= Promedio de estructuras colectadas.

No se han encontrado publicaciones para comparar los resultados del presente
estudio evaluando el efecto de la poblacién folicular en la respuesta a
tratamientos de superovulacion de vaquillas Holstein en diferentes épocas del
afio inseminadas con semen sexado. Kawamata (1994) en un estudio con
vacas Holstein sometidas a un programa de TE, reporté que a mayor numero
total de foliculos de 3-6 mm de didmetro en ambos ovarios se incremento (r =
0.44, p<0.001) el nimero de TOEC y de ET.

La diferencia numérica observada en el porcentaje de BLA (39.4 vs 21.7%) y ET
(46.5 vs 36.7) de las vaquillas con baja PF respecto a las de alta PF, concuerda
con lo reportado por Ireland et al. (2007) en el porcentaje de ET (79.8 vs 50.7)
en vaquillas productoras de carne. Los autores también reportaron diferencias
(p<0.05) en el promedio de DEG (9.1 vs 26.9) y TOEC (4.7 vs 10.6) entre
grupos de vaquillas con baja y alta poblacion folicular. En forma similar Mossa
et al. (2007) reportaron en ovejas con alta poblacién folicular (>8 foliculos)
mayor TOEC (8.4 vs 4.7, p=0.15), ETR (8.0 vs 4.2, p=0.016) y numero de
embriones de buena calidad (7.8 vs 3.6, p=0.01) en contraste a ovejas con baja

poblacién folicular (<8 foliculos).
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En el presente estudio el porcentaje de OVO tendié a ser mayor en las vaquillas
con alta PF, lo que concuerda con lo reportado por Ireland et al. (2007) y Mossa
et al. (2007). Sin embargo, los autores lo atribuyen a una mayor colecta de
estructuras de los animales con alta PF, lo que puede ocasionar un mayor
namero de OVO en comparacion con los de baja PF. Sartori et al. (2002)
reportaron en vaquillas y vacas inseminadas y lavadas cinco d después, un
100% de fertilizacion de ovocitos de vaquillas en verano, siendo la calidad
embrionaria similar a la de vacas secas lavadas en invierno y mejor que la de

vacas lactantes lavadas en verano e invierno.

En las tres inseminaciones con semen sexado se depositaron
aproximadamente 6 x 10° espermatozoides, y se obtuvo un porcentaje
promedio similar de ET y OVO (42 y 46.6%) entre vaquillas con alta y baja PF.
Los resultados difieren de los encontrados con Peippo et al. (2009), quienes
reportaron 53.9 y 21.1% de ET y OVO, al inseminar vaquillas lecheras con dos
a cuatro dosis de semen sexado. Por su parte, Hayakawa et al. (2009)
encontraron menor porcentaje de ET (36) con respecto al de OVO (51.1) al
inseminar vaquillas con una sola dosis de 5 x 10° espermatozoides de 18-24 h
después de la deteccion del estro. Resultados similares los encontraron Schenk
et al. (2006) al obtener 32% de ET y 51% de OVO al inseminar con una dosis
de 2 x 10° espermatozoides de semen sexado 72 h después de la Ultima
aplicacion de prostaglandinas. En general las investigaciones nos indican que la
dosis de semen utilizada y el momento de la inseminaciébn son factores

importantes a considerar en la planeacion de un programa de TE.

Estudios en humanos (Ré et al., 2009), han reportado que el recuento de
foliculos antrales al igual que la determinacion de concentraciones de hormona
anti-mulleriana son un buen predictor de la respuesta a tratamientos
superovulatorios, siendo un meétodo con poder predictivo de la respuesta
ovarica comparable e incluso superior a comparar las concentraciones de FSH

y estradiol.
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3.5 Respuestaen receptoras

La poblacién folicular no afect6 (p> 0.05) la incidencia de celos (IC), hora al celo
(HC), didmetro del foliculo preovulatorio (DFP), incidencia de ovulacion (10) y
diametro del cuerpo lateo (DCL). El porcentaje de gestacion (GEST) presento
diferencias (p<0.05) entre las épocas calida y fria (Cuadro 3), sin embargo, se
ha atribuido este efecto al tipo de transferencia realizada (uno o dos
hemiembriones en el cuerno ipsilateral al ovarios donde se encontr6 el cuerpo

lUteo).

Cuadro 3. Caracteristicas del estro y porcentaje de gestacion (Gest) de
vaquillas sincronizadas con alta (APF) o baja (BPF) poblacion folicular durante
épocas célida (EC) y fria (EF) y su interaccion.

Variable VS IC DFP 10 CL VT

n) (%) HC mm) (%) (mm) __ (n) Gest®)
APF 24 79.2 73.6+4.8 126+04 79.2 15.3%+0.3 15 12.5
BPF 40 80.0 68.1+2.4 12.7+04 80.0 14.7%+0.2 18 15.8
EC 33 78.8 75.4+ 3.8 12.7+0.3 75.8 15.6%+0.3 18 27.82
EF 31 80.6 67.1+3.1 12.3+0.3 806 154+04 15 00.0b

APF x EC 15 85.7 68.9+6.1 13.3+04 857 16.2+0.3 9 22.2
APF x EF 9 77.8 56.6 +£ 3.8 124+06 833 151+04 6 00.0
BPF x EC 18 83.3 726+4.2 126+04 778 148+0.2 9 33.3
BPF x EF 22 81.8 704+1.3 122+16 818 156+0.2 9 00.0

Valores con diferente literal dentro de una hilera presentan diferencias significativas entre
tratamientos a, b (p<0.05). % + error estandar. ' CL de las vaquillas que ovularon. VS= vaquillas
sincronizadas, IC= incidencia de celos, HC= horas al celo, DPF= diametro del foliculo
preovulatorio, I0= incidencia de ovulacion, CL= cuerpo liteo, VT= vaquillas transferidas.

El didmetro del foliculo preovulatorio no difirié entre las poblaciones foliculares,
resultados similares reportaron Mossa et al. (2010) quienes no encontraron
diferencias (p>0.05) en el DFP de vacas con alta PF (17.6) en comparacion a
vacas con baja PF (20.5). Sin embargo, no existen estudios que comparen las
caracteristicas del estro entre grupos de vaquillas con poblaciones foliculares

divergentes o los respectivos DFP y DCL.

Starbuck-Clemer et al. (2007) reportaron en ganado productor de carne, que el
namero de foliculos antrales no afecta la fertilidad del ovocito liberado por el
foliculo dominante al momento de la inseminacion en base a la tasa de
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concepcion de vacas y vaquillas. Investigaciones previas (Burns et al., 2005;
Ireland et al., 2007) reportan concentraciones basales de estradiol similares
(p>0.05) entre grupos de vaquillas con alta y baja PF. Sin embargo, Ireland et
al. (2009) encontraron una concentracion dos veces mayor de estradiol
intrafolicular en vaquillas con baja PF, lo cual puede ocasionar efectos
detrimentales en la maduracién del ovocito que conlleven a fallas de fertilizacién
0 desarrollo embrionario. Jimenez-Krassel et al. (2009) reportaron un mayor
crecimiento endometrial hasta 4 d posteriores a la ovulacion y mayores
concentraciones de progesterona en la fase litea del ciclo estral en ganado
productor de carne con alta PF en contraste con animales de baja PF.Ambos
grupos presentaron cuerpos lateos de tamafio promedio similar, lo que pudiese
comprometer el mantenimiento de la prefiez (Rhinehart et al., 2009) por lo cual
ganado con baja PF pudiera tener una baja fertilidad. En el presente estudio no

se realizaron determinaciones hormonales para contrastar los trabajos previos.

Se encontraron diferencias (p<0.05) entre el tipo de transferencia realizada en
el cuerno ipsilateral a la ubicacion del cuerpo lateo. La transferencia de un
hemiembrion gener6 una mayor supervivencia embrionaria (27.8%) en

comparacion con la transferencia de dos hemiembriones (0.0%) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tipo de embrion transferido y porcentaje de gestacion en vaquillas
Holstein.

. . Receptoras Receptoras Porcentaje de
Tipo de embrion . 2
7 transferidas gestantes gestacion
transferido
(n) (n)
Un Hemiembrién 18 5 27.8°
Dos Hemiembriones 14 0 0.0°

Valores con dli]ferente literal dentro de una hilera presentan diferencias significativas entre
tratamientos * ° (p<0.05). * La transferencia de un hemiembrion se realizé en época célida y la
de dos hemiembriones en época fia.

Baker et al. (1985) y Warfield et al. (1987) reportaron un porcentaje de

gestacién similar al obtenido en el presente estudio al transferir un hemiembrién
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(30 y 33%), sin embargo, no concuerda con lo reportado al transferir dos
hemiembriones (52 vs 30%). Nuestros resultados difieren de la mayoria de
estudios previos con embriones frescos producidos in vivo divididos. Williams et
al. (1984) evaluaron la calidad del estadio de desarrollo y el tiempo al lavado en
embriones divididos sobre la tasa de gestacion, reportando un 54% de
gestaciones al dividir y transferir medio blastocito con calidad similar a los
utilizados en el presente estudio. Ozil (1983) obtuvo 36.9% de prefiez al
transferir un hemiembrion en contraste con un 72.7% al transferir los dos
hemiembriones. De manera similar, Lopatarova et al. (2008) transfirieron
embriones frescos divididos y sexados de vacas Holstein a vaquillas de la
misma raza, reportando diferencias (p<0.05) al transferir 2 mitades de manera
bilateral o una mitad ipsilateral (56.5 vs 48.8%) al cuerpo luteo. King et al.
(1992) dividieron morulas de vaquillas Holstein, las cuales cultivaron en
oviductos de ovejas por 24 h hasta alcanzar etapas de mérulas avanzadas o
blastocitos, con lo que obtuvieron un promedio de gestacion de 27.7% para
medios embriones sexados como machos y 43.7% en embriones sexados como

hembra.

Considerando que los 18 medios embriones transferidos provenian de 9
embriones que generaron 5 gestaciones, se obtuvo un 55.5% de gestaciones

en proporcién a los embriones originales.

Investigaciones y programas comerciales de TE frescos divididos reportan altas
tasas de obtencion de fetos/embrion al transferir un medio embrién (113%,
Kippax et al.,, 1991; 142%, Seike et al., 1989) comparativamente con la
transferencia de dos medios embriones por vaquilla (87%, Lopatarova et al.,
2008; 90%, Kippax et al., 1991).

Reichenbach et al. (1992) al transferir embriones completos en vaquillas
SimentalxHolstein, no encontraron diferencias (p>0.05) en las tasas de

gestacion al transferir de manera unilateral uno (47%) o dos (49%) embriones
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producidos in vitro. Sin embargo, Franco et al. (2006) al transferir embriones
producidos in vitro en vaquillas en el cuerno ipsilateral al cuerpo luteo
reportaron una menor tasa de gestacion al transferir dos embriones (20%) en
comparacion a transferir uno (41%) en época de estrés calorico. Los autores
consideraron la limitada capacidad uterina de las vaquillas como un factor que

puede afectar el mantenimiento y desarrollo fetal de dos gestaciones.

Se desconocen las causas por las que en el presente estudio se obtuvo una
nula tasa de concepcion al transferir dos medios embriones, sin embargo, las
tasas de prefiez en programas de TE divididos pueden variar dependiendo de
algunos factores como la técnica de division (Seike et al., 1989), la edad y
estado de desarrollo del embrién (Williams et al.,, 1984), asi como la
transferencia de uno o dos medios embriones (Lopatarova et al.,, 2008) o

embriones completos (Franco et al., 2006).

3.6 Conclusiones

La poblacion folicular y la época del afio no afectaron la produccion de
embriones en vaquillas Holstein usadas como donadoras ni las caracteristicas
del estro y supervivencia embrionaria de receptoras. La época del afio afectd la
repetibilidad de las PFs. La transferencia de uno o dos hemiembriones en el

cuerno ipsilateral al cuerpo lateo afecté la supervivencia embrionaria.
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