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SUPEROVULACION EN GANADO CRIOLLO LECHERO TROPICAL
Froylan Rosales Martinez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

RESUMEN

Se desconoce la respuesta superovulatoria de la hembra Criollo Lechero Tropical (CLT)
a la administracién de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y se requiere superovular
hembras genéticamente superiores. El objetivo del presente estudio fue establecer el
mejor protocolo de ovulacion multiple en hembras CLT utilizando FSH. Se realizaron
dos ensayos en dos unidades ganaderas de la Region Central del estado de Veracruz
de clima calido subhumedo. En el primer ensayo se utilizaron 12 vaquillas (35.0+1.7
meses y 404.9+11.6 kg) y en el segundo 6 vaquillas y 5 vacas (50.6£6.2 meses y
429.6+12.1 kg). Las hembras pastorearon pasto estrella (Cynodon plectostachyus),
grama nativa (Paspalum ssp) y pasto pard (Brachiaria mutica) con un suplemento
comercial con 18% de proteina, 2 kg d™* animal™ y 15 kg d* animal” de ensilado de
maiz. En el primer ensayo se utilizaron tres niveles de FSH de 260, 210y 160 mg de
Folltropin-V por hembra y en el segundo solamente 260 y 210 mg. Las variables de
respuesta se analizaron con un modelo lineal de efectos fijos. Los datos fueron
procesados con el procedimiento de modelos generalizados (GENMOD) del SAS con
una distribucion de Poisson. El peso y la edad influyeron en el nimero de cuerpos
luteos y se encontraron diferencias entre tratamientos (p<0.0001). La edad, el peso y la
condicién corporal influyeron en el total de estructuras recolectadas (TER) y ovocitos no
fertilizados (ONF). Solamente en TER y ONF se encontr6 diferencia estadistica
(p<0.0003 y p=<0.01) entre tratamientos, pero no en embriones degenerados,
blastocisto, embriones calidad 1 y embriones transferibles (p>0.05). Las dosis de 260 y
210 mg de FSH indujeron similar numero de embriones transferibles (3.2+0.7 y 3.0+0.8)
y de calidad 1 (2.8£0.8 y 2.8+0.7), por lo que la dosis de 210 mg de FSH seria la mas
adecuada para la superovulacion de hembras CLT.

Palabras clave: Embriones, bovino criollo, FSH, Veracruz.



SUPEROVULATION IN TROPICAL MILKING CRIOLLO CATTLE
Froylan Rosales Martinez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

ABSTRAC

The superovulatory response of the Tropical Milking Criollo (CLT) female to the
administration of follicle stimulating hormone (FSH) is unknown and it is required to
super ovulate genetically superior females. The aim of this study was to establish the
best protocol to multiple ovulation in CLT females using FSH. Two trials were conducted
in two livestock units of the Central Region of the state of Veracruz which has a warm
subhumid climate. In the first trial, 12 heifers (35.0 £ 1.7 months and 404.9 + 11.6 kg)
were used and in the second six heifers and five cows (50.6 = 6.2 months and 429.6 +
12.1 kg). The Criollo females grazed star grass (Cynodon plectostachyus), native grass
(Paspalum ssp) and para (Brachiaria mutica) and were supplemented with a
commercial feed with 18% protein, 2 kg d™* animal-1 and 15 kg d™* animal™ corn silage.
In the first trial three FSH levels of 260, 210 and160 mg Folltropin-V were used per
female and in the second one only 260 and 210 mg. The response variables were
analyzed with a fixed effect linear model. The data were processed using the
generalized model procedure (GENMOD) of SAS with a Poisson distribution. The
weight and age influenced the number of corpora lutea and differences were found
between treatments (p < 0.0001). The age, weight and body condition influenced the
total collected structures (TER) and unfertilized oocytes (ONF). Difference between
treatments were only found (p < 0.0003 and p < 0.01) in TER and ONF, but not in
degenerate embryos, blastocyst, embryos quality 1 and transferable embryos (p> 0.05).
Doses of 260 and 210 mg of FSH induced similar number of transferable embryos (3.2
+ 0.7 and 3.0 £ 0.8) and of quality 1 (2.8 £ 0.8 and 2.8 £ 0.7), so that the dose of 210
mg of FSH would be more suitable for CLT female superovulation.

Keywords: Embryos, criollo cattle, FSH, Veracruz.
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1. INTRODUCCION

La region tropical célida de México, se caracteriza por presentar temperaturas
elevadas, humedades relativas altas, variadas velocidades del viento y una gran
diversidad de endo y ectoparasitos del ganado, que influyen en su productividad (Arias
et al., 2008; Pino et al., 2009). La introduccién de razas Bos indicus y Bos taurus de
climas templados, han remplazado a las ganaderias con genotipos locales adaptados
(Segura-Correa y Montes-Pérez, 2001).

Hoy en dia ha aumentado la necesidad de multiplicar animales genéticamente
superiores, adaptados a las condiciones adversas que se presentan en los trépicos
(Baruselli et al., 2006). Estos animales representan un recurso alternativo para
mantener la produccidon animal bajo cualquier cambio drastico de tipo ambiental o
econdmico (Segura-Correa y Montes-Pérez, 2001). En 1981, la FAO hizo una
recomendacion a los paises Latinoamericanos de conservar y evaluar el germoplasma
de animales domésticos nativos y adaptados.

En México, gracias a los esfuerzos de cientificos interesados en la conservacion
de razas de ganado criollo, se cuenta desde la época de los afios 60 con una raza
criolla enfocada hacia la produccién de leche. Esta raza de nombre Criollo Lechero
Tropical (CLT) desciende del ganado espafiol traido a América durante la conquista y
colonizacion espafiola, este ganado manifiesta su adaptacion a los climas tropicales
adquirido a lo largo de mas de 500 afios de seleccion natural, el cual se refleja en sus
buenos indices productivos y reproductivos (Rouse, 1977; de Alba, 2011).

En la actualidad, existen biotecnologias reproductivas modernas (Moore y
Thatcher, 2006; Andrabi y Maxwell, 2007; Velazquez, 2008) las cuales han sido
utilizadas para la conservacion, expansion y mejora genética de las poblaciones
bovinas adaptadas a los climas tropicales.

Una de ellas es la Ovulacion multiple y Transferencia de embriones (OMTE),
mediante estas biotecnologias se logra acortar el intervalo generacional y se explota al
maximo el potencial genético de vacas y sementales genéticamente superiores (Lohuis,
1995) aprovechando la gran reserva de ovocitos disponibles en los ovarios de las

vacas.



Mediante la implementacion de esta biotecnologia, se ha facilitado el transporte
de material genético entre paises debido a los bajos costos para transportar embriones
en comparaciéon con animales vivos (Mapletoft y Hasler, 2005). Ademas se ha
comprobado que el manejo adecuado para la obtencién de embriones siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS
International Embryo Transfer Society por sus siglas en inglés) disminuye el riesgo de
transmision de enfermedades (Thibier y Stringfellow, 2003; Givens y Marley, 2008;
Thibier, 2010).

Desde los inicios de esta biotecnologia se han realizado numerosas
investigaciones con el propdsito de mejorar la calidad y el nUmero de embriones; sin
embargo el nimero de estos sigue siendo en promedio de 5 por donadora con calidad
transferible (Bo et al., 2006) y a través de diversos protocolos de ovulacion multiple se
ha logrado establecer el momento 6ptimo para realizar la inseminaciéon de las
donadoras. De igual forma se ha investigado la eficiencia de diversos productos
hormonales con los cuales se han identificado algunos factores asociados a la
administracion exégena de gonadotropinas que afectan la respuesta superovulatoria
(Mapletoft et al., 2002).

En la actualidad se han establecido protocolos de OMTE a tiempo fijo, con lo
cual se pueden programar los tiempos para la aplicacion de estas biotecnologias. Los
avances en las técnicas de criopreservacion de embriones (Arav et al., 2002; Mapletoft,
2012) han facilitado la importacion y exportacion, asi como la creacién de bancos de
germoplasma con material genético disponible de animales élite.

Actualmente el uso de la OMTE como biotecnologias reproductivas para
mejoramiento genético ha tomado mucha importancia, los avances en la investigacién
de estas técnicas permiten un mejor manejo de donadoras (Baruselli et al., 2011), con
lo cual alrededor del mundo mas de 500,000 embriones son producidos anualmente de
donadoras superovuladas (Mapletoft, 2012). En el afio 2009 se transfirieron a nivel
mundial 539,683 embriones bovinos producidos in vivo.

México es un pais con actividad vigente en las técnicas de OMTE, en el afio
2009, de este pais se reportaron 1,875 lavados y un total de 10,270 embriones

transferibles colectados. En este reporte se mencion6é que se transfirieron 9,000



embriones bovinos durante este afio, mayormente de razas especializadas en
producciéon de carne, incluyendo embriones producidos in vitro e in vivo (Stroud y
Chairperson, 2010).

Se prevé que en el futuro, las técnicas de OMTE crecerdn en grandes
proporciones, minimizaran los costos de los farmacos utilizados y las técnicas podran
ser aplicadas no solo por profesionales en veterinaria, mejoraran los esquemas de
superovulacion y transferencia (OMTE o MOET Multiovulation and Embryo Transfer,
por sus siglas en inglés) y se intensificara el uso de hembras y sementales con alto
merito genético (Christensen, 1991; Hasler, 2003).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Historia de la transferencia de embriones en bovinos

El primer reporte de transferencia de embriones (TE) fue realizado por Heape
(1890), quien logré la primera transferencia exitosa de la historia. EI demostré que
embriones de conejo de determinada raza, podian ser gestados en el tracto
reproductivo de hembras de otra raza. En los afos treinta del siglo pasado se
experimento en ratas, cabras y ovejas (Betteridge, 1981). Las primeras investigaciones
se realizaron en pequefias especies; sin embargo Umbaugh (1949) reportdé cuatro
prefieces en Texas (USA), resultado de la TE en bovinos, pero estos resultados fueron
negativos debido a que todas las receptoras abortaron. En el afio 1951, se reporto la
transferencia con éxito de un embridon bovino, el cual culmin6 con el nacimiento de un
ternero, la donante era una vaquilla un cuarto Shorthorn y tres cuartos Holstein, el
padre era un toro Holstein puro, el becerro presentd los colores caracteristicos de los
padres, ademas se le analizé el tipo de sangre, con lo cual se comprobé que se
desarroll6 a partir del embrion transferido (Willett et al., 1951).

La transferencia comercial de embriones se desarroll6 en Norteamérica en la
década de los setenta. Esto se vio favorecido por dos eventos separados, el primero
fue la publicacién de los excelentes resultados de los métodos no quirirgicos para la
colectay TE, el segundo fue la decision del gobierno canadiense para la importacion de
las razas continentales (Betteridge, 1981; Betteridge, 2003).

Con la introduccidon de las razas europeas a Norteamérica se obtuvieron
excelentes resultados en el &mbito econdmico, la demanda de una rapida propagacion
de individuos de estas nuevas razas estimul6 los esfuerzos para maximizar el namero
de hembras y acortar el intervalo generacional. Esta secuencia de eventos expuso
técnicas y habilidades con posibilidades comerciales y surgid el interés de una
sociedad de cientificos profesionales, la cual fue fundada en el afio de 1974 con el
nombre de Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS; Carmichael y
D.V.M, 1980). En 1978, la sociedad estaba representada por 120 personas,
representantes de 11 paises (Schultz y D.V.M, 1980). Actualmente existen sociedades
de transferencia embrionaria en diferentes paises como son: la (AATE o AETA,



American Embryo Transfer Association), la (AETE o EETA, European Embryo Transfer
Association), la (ACTE o CETA, Canadian Embryo Transfer Association), y la (SBTE o
SBET, Society of Brazilian Embryo Technology), teniendo establecidos una coleccion
de protocolos y reportando afio con afio en forma consistente las actividades realizadas
(Stroud y Chairperson, 2010).

En la actualidad la TE en bovinos ha evolucionado de manera considerable, en
el afio 2009, a nivel mundial fueron transferidos 841,540 embriones producidos in vitro
e in vivo, encontrandose la actividad de transferencia embrionaria en paises de los 5

continentes (Stroud y Chairperson, 2010).

2.2. Fisiologia de la reproduccion bovina

2.2.1. Maduracién de los foliculos ovéricos y de los ovocitos

En los bovinos como en la mayoria de los animales domésticos, el curso de la
ovogénesis que inicia durante la vida fetal, esta constituido por un depdsito de
aproximadamente 150 000 foliculos primordiales al nacimiento, sin llegar a ser nulos
jamas aun en vacas de 15 a 20 afios (Erickson, 1966).

Los foliculos primordiales, que constituyen la reserva a partir de la cual se
efectuard la foliculogénesis, estan constituidos de un ovocito de tamafio pequefio (30-
35um de diametro) rodeado de un numero variable (7 a 50) células de la granulosa. El
aumento en el tamafio del foliculo durante su crecimiento se divide en dos fases. Una
fase preantral (de 50 a 200 ym de diametro) en la cual el foliculo es una estructura
completa; por otra parte, una fase antral (200 um de diametro hasta la ovulacion),
donde el foliculo se hace de una cavidad, el antro, que contiene volumenes crecientes
de liquido folicular (Driancourt, 1999).

Una vez que los foliculos primordiales inician su desarrollo en la etapa posnatal,
tendran dos posibles destinos, si el medio hormonal es el apropiado continuaran su
desarrollo y eventualmente liberaran un ovulo maduro durante la ovulacion. Sin
embargo, la mayoria de los foliculos (99.9 %) nunca ovulan y se degradan mediante un
proceso referido como atresia, apoptosis o muerte celular programada (Meza, 2003).



En un foliculo maduro se encuentran tres tipos de células: las células de la teca,
las células de la granulosa y el ovocito. Las células de la teca conforman la capa
externa del foliculo y se dividen en dos tipos celulares: una capa externa fibrosa (teca
externa) y una capa interna altamente vascularizada (teca interna). Las células de la
granulosa son el mayor constituyente celular del foliculo y tienen como funcion
aspectos nutritivos y endocrinos. Al centro del foliculo se encuentra el ovocito, en el
cual se concentra la informacion genética de la hembra. En foliculos maduros es muy
evidente una cavidad rellena de fluido folicular (Erickson y Shimasaki, 2001; Richards
et al., 2002).

2.2.2. Comportamiento reproductivo en la hembra bovina

El inicio de la actividad reproductiva en la hembra bovina se presenta durante la
pubertad, esta se identifica con la exhibicion del primer celo acompafado por el
desarrollo de un cuerpo lateo y mantenido por un tiempo suficiente hasta iniciar un
nuevo ciclo (Kinder et al., 1987).

En los bovinos, las vacas muestran una media de entre 12 a 16 horas en las
manifestaciones del celo (Gordon, 2003), ocurriendo la ovulacién entre 25 y 30 horas
después de iniciado el estro, cada uno de estos eventos fisiol6gicos mantienen una
duracion variable segun la época del afio y el genotipo del animal (Dominguez et al.,
2004). Se ha detectado que tanto en estros naturales como en los inducidos con
protocolos hormonales la presencia en el hato de mas de una hembra en celo
desencadena una interaccion sexual de montas y otras conductas estimulantes del
reclutamiento e intervencién sexual de otras vacas, con la consiguiente formacion
transitoria y movil de grupos homosexuales o heterosexuales conocidos como grupos
sexuales activos (Galina et al., 1996; Castellanos et al., 1997; Orihuela, 2000). Sin
embargo, en las vaquillas que presentan su primera ovulacion, los signos de estro en
muchas ocasiones son muy escasos, presentandose una alta incidencia de ovulaciones
sin manifestaciones de estro; sin embargo, la ausencia de estas no afecta la actividad

ovarica o la duracién de los ciclos estrales subsecuentes (Morrow, 1969).



2.2.3. El ciclo estral en la hembra bovina

El ciclo estral consiste en una serie de eventos reproductivos, estos se
encuentran controlados por el Sistema Nervioso Central, siendo el hipotalamo el
encargado de coordinar dichos eventos (Hafez et al., 2000). El peso, la edad y la
composicion corporal, provocan cambios en la fisiologia reproductiva de los animales
jovenes que inician su actividad de cria, al llegar a la pubertad, el cerebro permite una
alta frecuencia de pulsos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), cada
pulso de GnRH provoca un pulso de hormona luteinizante (LH) desde la parte anterior
de la glandula pituitaria, la cual por encima de cierta frecuencia inducira crecimiento
folicular y ovulacion (Graeme y Banchero, 1999).

El ciclo estral se encuentra regulado por la retroalimentacion ejercida entre
mensajes endocrinos liberados por los componentes del eje hipotaldmico-hipofisiario-
ovarico (Buffet y Bouchard, 2001. Estas sefales son enviadas para generar el
establecimiento de una fase folicular y otra litea, las cuales en conjunto dan como
resultado un ciclo estral promedio de 21 dias en la vaca y 20 en vaquillas (Frandson,
1974; Hafez et al., 2000). La funcion ovarica es controlada por las hormonas LH y
foliculo estimulante (FSH), secretadas por la pituitaria (Wuttke et al.,, 1998). Estos
eventos solo se veran interrumpidos por la gestacién y en algunos casos si la nutricion
es inadecuada o si las condiciones ambientales son estresantes puede presentarse un
cese en la ciclicidad (Senger, 2005).

El ciclo estral provee a la hembra de repetidas oportunidades para copular y
conseguir la gestacion, y se encuentra dividido en dos fases mayores. La fase folicular,
gue consiste en el periodo de regresion del cuerpo luteo a la ovulacion, siendo
generalmente corta, aproximadamente el 20% del ciclo estral. En esta fase se da el
crecimiento del foliculo dominante produciendo grandes cantidades de estradiol (E>).
La fase lutea, que consiste en el periodo de la ovulacion hasta la regresion del cuerpo
luteo, durante esta fase la estructura dominante es el cuerpo luteo y la hormona

presente en mas grandes cantidades es la progesterona (P4; Senger, 2005).



La fase folicular y la fase IUtea, a la vez se dividen en cuatro subfases. La fase
folicular se divide en proestro y estro, y la fase lutea se divide en metaestro y diestro
(Senger, 2005).

2.3. Seleccion y manejo de donadoras de embriones

En un programa de ovulacion multiple, la seleccion de las donadoras de
embriones es un proceso de primordial importancia debido a que el objetivo principal es
aumentar el namero de terneros genéticamente superiores (Romo, 1993; BO y
Mapletoft, 1999), para ello en el caso de ganado especializado en leche, se debe tomar
en cuenta aspectos como la edad de la donadora, esta no debe tener mas de 10 afios
(Hasler et al., 1983), la produccién, la duracién de la lactancia, la composicién de la
leche, entre otros, cada uno de acuerdo a los objetivos de la ganaderia. Se debe
seleccionar donadoras de acuerdo a su superioridad genética disponible en los
registros de las asociaciones de cada raza (Stringfellow y Seidel, 1998) y no solo por el
tipo o apariencia fisica de la hembra, debido a que este no indica la superioridad
genética en un animal (Seidel y Seidel, 1991).

En cada donadora debera comprobarse la normalidad del ciclo estral, para ello
deben observarse por lo menos 2 ciclos estrales previos al inicio del programa de
ovulacion multiple. La donadora debe mostrar el celo y el intervalo promedio, debe
estar entre 18 y 24 dias (Garzon et al., 2007).

Todas las donadoras deben tener un buen desempefio reproductivo y alta
fertilidad (Seidel y Seidel, 1991), sin historia de patologias generales, deberan contar
con ovarios funcionales, oviductos sin alteraciones, utero con cuernos de longitud
adecuada, y cérvix recto (Stringfellow y Seidel, 1998; Garzon et al., 2007).

El estrés durante el manejo de la donadora es un aspecto importante que se
debe considerar (Wildt et al., 1992), debido al estrés se libera cortisol enddgeno, el cual
suprime la liberacién de LH y la ovulacion (Matteri y Moberg, 1982). Entre los diferentes
tipos de estrés, se encuentra el nutricional, hembras mantenidas en pasturas verdes
presentan una alta respuesta superovulatoria en comparacion con las mantenidas en

pasturas de pobre calidad o incluso alimentadas con ensilado (Stroud y Hasler, 2006).



Kadokawa et al. (2008) evaluaron la relacién entre la calidad embrionaria y la condicion
corporal medida en una escala de 1 al 5 en vaquillas Holstein superovuladas y
mantenidas en condiciones de campo, encontraron mas embriones de grado excelente
y bueno en vaquillas con condicién corporal de 3.50 en relacion a las vaquillas con
condicion corporal de 2.75, 3.25 0 3.00. En las vaquillas con condicion corporal de 2.75
encontraron un mayor numero de ovocitos no fertilizados con relacion a la condicion
corporal de 3.25.

El consumo de minerales juega un papel importante en la reproduccion, en
algunos estudios se reporta que la administracion de selenio en combinacién con
vitamina E incrementan la fertiidad en la hembra bovina (Segerson et al., 1977,
Aréchiga et al., 1994). De igual forma el manejo de la donadora puede afectar la
respuesta superovulatoria (Stroud y Hasler, 2006), el estrés por transporte, por cambio
en la temperatura ambiental, cambios en la dieta y cambios en la rutina de manejo
afectan visiblemente la respuesta a los tratamientos de ovulacion multiple (Bényei et
al., 2001).

2.4. Hormonas utilizadas para inducir ovulacion multiple
2.4.1. Gonadotropina Cori6nica Equina (eCG)

La Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) también llamada Gonadotropina de
Suero de Yegua Preflada (PMSG, por sus siglas en inglés), es una glicoproteina
secretada en los calices endometriales del Utero de las yeguas, los cuales invaden el
endometrio maternal entre los dias 36 de la gestacion y duran hasta el dia 120 (Saltiel
et al 1988). La relacion FSH/LH de esta hormona varia durante la prefiez (Papkoff,
1981).

La eCG tiene un elevado peso molecular y por lo tanto, no logra atravesar el filtro
renal, por lo cual tiene una vida media larga en la sangre (Saumande y Chupin, 1986)
de aproximadamente 5 (Bevers y Dieleman, 1987) a 10 dias (Jiménez, 2009). Debido a
esto se puede inducir ovulacion mdaltiple en la hembra bovina mediante la
administracion de una dosis Unica entre los dias 8 y 14 del ciclo estral (Anderson y

Bondurant, 1982; Goulding et al., 1996). Sin embargo, su permanencia prolongada en



la sangre provoca un crecimiento folicular disperso, con niveles altos de estrégenos
gue afectan la tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria, ademas de producir
anticuerpos mediante la aplicacion de tratamientos repetidos (Saumande y Chupin,
1981).

En algunas investigaciones se confirma que este efecto puede contrarrestarse
en gran medida con la administracion de un suero anti-PMSG suministrado poco
después del surgimiento del pico preovulatorio de LH (Saumande et al., 1984;
Dieleman y Bevers, 1987). Vos et al. (1994) confirman que con la administracion de
suero anti-PMSG antes o al momento del pico preovulatorio de LH se logra
contrarrestar dicho efecto en forma similar.

Hoy en dia la PMSG es poco usada para inducir ovulacion multiple, esto se debe
a la dificultad para determinar el momento exacto en condiciones practicas de la

aplicacion del suero anti- PMSG (Dieleman et al., 1993).
2.4.2. Gonadotropina Menopausica Humana (hMG)

La Gonadotropina menopausica humana (hMG), es un preparado altamente
purificado de vida media muy corta y aislado de la orina de mujeres menopausicas
(Lauria et al., 1982). Esta hormona contiene cantidades similares de FSH y LH que
permanecen constantes, los tratamientos consisten en dos aplicaciones diarias
intramusculares en dosis decrecientes por 5 dias (Murphy et al., 1984).

La induccion de la ovulacion mudaltiple con hMG resulta en una eficacia
comparable con la administracion de FSH-p en vaquillas de carne (McGowan et al.,
1985).

De igual forma, al combinar la hMG con la PMSG se obtiene un mayor numero
de embriones transferibles y se minimiza el nimero de embriones no fertilizados y

degenerados (Bono et al., 1991).

2.4.3. Extractos de pituitaria

Entre los extractos de pituitaria que contienen FSH se encuentran los de origen

equino, ovino, bovino y porcino (Bellows et al., 1991; Staigmiller et al., 1992; Singh et

10



al., 1996), los cuales contienen diferente relacion FSH/LH, siendo el de origen porcino
el mas utilizado en el pasado y el presente de la superovulacion de hembras bovinas.

La vida media de la FSH en la vaca es de 5 horas (Demoustier et al., 1988). Por
lo tanto, se necesitan aplicaciones frecuentes para inducir una adecuada respuesta
superovulatoria. El tratamiento de ovulacion multiple con esta hormona se basa en la
administracion de dos dosis diarias durante 4 6 5 dias (Looney et al., 1981).
Tratamientos con dos aplicaciones diarias de FSH han demostrado mayor respuesta
superovulatoria que tratamientos con una sola aplicacion (Looney et al., 1981; Walsh et
al., 1993).

Con el rapido incremento de la transferencia de embriones de manera comercial
durante los ultimos afios, la demanda de FSH de origen porcino se ha incrementado
considerablemente, resultando en una limitada disponibilidad del producto en el
mercado (Staingmiller et al., 1992).

2.5. Protocolos utilizados para inducir ovulacion mdaltiple

2.5.1. Protocolo tradicional

Experimentos y pruebas de campo realizados durante la década de los
ochentas, llevaron a la conclusién general de que los tratamientos de ovulacion
multiple iniciados durante los dias 8 a 12 después de detectarse el celo, resultan en
una mejor respuesta que aquellos iniciados antes (dias 2 a 6) o después (dia 13 o 14;
Donaldson, 1984a; Callesen et al., 1993; B6 y Mapletoft, 1999; Diaz et al., 1999).

El protocolo tradicional de ovulacién mdltiple, requiere la observacion previa del
celo de referencia, para iniciar entre los dias 8 y 12 del ciclo estral con la administracion
de dosis continuas o decrecientes de FSH a intervalos de 12 horas (esquema AM y
PM; Mapletoft et al., 2002). Al tercer dia de iniciadas las aplicaciones de FSH se
administra una o dos dosis de PGF2a con un intervalo de 12 horas y al celo inducido
por estas aplicaciones se realizan dos inseminaciones (Rodriguez et al., 1998). La
recoleccion de los embriones se realiza en el dia siete después de la inseminacion.

La determinacion de este protocolo se estableci6 de manera empirica, al

verificarse que los tratamientos iniciados en la mitad del ciclo estral presentaron
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mejores resultados que aquellos iniciados en otras fases del ciclo (Lindsell et al., 1986;
Goulding et al., 1991). Esto debido a que durante el ciclo estral del bovino se presentan
2 0 en ocasiones 3 ondas de desarrollo folicular y en la mayoria de las vacas la
segunda onda folicular inicia en promedio entre los dias 9 y 10 (Ginther et al., 1989; B6
y Mapletoft, 1999).

Se han realizado estudios posteriores sobre la fisiologia de la dinamica folicular
en hembras bovinas, los cuales han permitido sugerir que el inicio del tratamiento con
FSH exo6gena coincide con el surgimiento de la segunda oleada de desarrollo folicular
del ciclo estral (Ginther et al., 1996; Ginther, 2000).

2.5.2. Protocolos a tiempo fijo

El esquema tradicional posee algunas dificultades como son; la necesidad de
detectar el celo de referencia para la ovulacion multiple y la variabilidad individual en el
dia de emergencia de la nueva onda de crecimiento folicular (Kulick et al., 2001; Sato
et al., 2005). Para sobrellevar estos inconvenientes, se han implementado los métodos
basados en el uso de los dispositivos para la liberacion de progesterona, subcutdneos
o intravaginales, solos o combinados con la aplicacion de estrégenos, donde no es
necesario un celo de referencia para iniciar. Se argumenta que este esquema
promueve la atresia del foliculo dominante (FD) presente al momento de iniciar el
protocolo y por consiguiente, origina una nueva onda folicular, aproximadamente a los
cuatro o cinco dias después de insertado el dispositivo (Baruselli et al., 2006).

A través de protocolos que controlan la emergencia de la onda folicular y la
ovulacion se ha logrado la ovulaciéon multiple y la inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) de grupos de donantes, independientemente del momento del ciclo estral en que

se encuentren, sin la necesidad de detectar celos (Bo et al., 2011).

2.5.2.1. Protocolo con progestagenos y estradiol

Los protocolos de ovulacion multiple con progestagenos y ésteres de estradiol
en el dia cero, inducen la atresia de todos los foliculos y el inicio de una nueva onda

folicular 4 dias después de su aplicacion (Bo et al., 1996).
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Salgado et al. (2011) retiraron el dispositivo con progesterona en el momento de
la antedltima aplicacion de FSH (Dia 7 AM), a este protocolo se le conoce como P24
debido al tiempo transcurrido desde la aplicacién de la primera PGF a la remocién del
dispositivo. Al protocolo en el cual el dispositivo se retira a las 36 horas de aplicada la
PGF se le denomina P36 (B6 et al., 2006).

Después de afos de investigacion, cientificos de la Universidad de
Saskatchewan Canada, desarrollaron un protocolo para sincronizar la onda folicular
que permitiera iniciar los tratamientos de ovulacion mdultiple en el momento mas
conveniente (Colazo y Mapletoft, 2007).

Para este protocolo, en el dia cero, las donantes son tratadas con un dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (CIDR-B) mas una aplicacién de Estradiol-17f
(E-17B) vy otra de Progesterona (P4). En el dia cuatro se inicia el tratamiento de
ovulacion multiple con FSH por 4 dias (AM y PM). En el dia seis se inyecta PGF2a (AM
y PM) y se retira el dispositivo con P, (PM). Las donantes se inseminan en los dias 8
(PM) y 9 (AM: sin detectar celo). La colecta de embriones se realiza en el dia 15 y los
animales reciben PGF2a después del lavado (Colazo y Mapletoft, 2007).

2.5.2.2. Protocolo que utiliza un agonista de GnRH

Se han realizado experimentos que programan Yy sincronizan la ovulacion
mediante la utilizacion de agonistas de GnRH (Rajamanhendran et al., 1998; Nogueira
et al., 2002). El tratamiento con agonistas produce la saturacién de los receptores de
GnRH y de esta forma las vacas tratadas mantienen inhibida la secrecion pulsatil y el
pico preovulatorio de LH (B6 et al., 2006), induciendo una prolongada fase folicular
(Oussaid et al.,, 2000). Al aplicar buserelina en el dia 8 del ciclo estral causa
luteinizacion o atresia de los foliculos grandes existentes en el ovario, y una nueva
onda de foliculos es reclutada en pocos dias (Suarez et al., 2001). Estos mismos
resultados fueron obtenidos por Santos et al. (2006), al aplicar un implante de
deslorelina en vacas lactando.

En un estudio en el cual se comparo el tiempo de aplicacién de inyecciones de
buserelina 36 y 60 horas después de la aplicacion de la PGF2a, se encontré que el

numero de embriones aumento al aplicar la buserelina 60 horas mas tarde (Voss et al.,
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1989). Sin embargo Foote et al. (1989) obtuvieron un mayor niumero de estructuras
colectadas y embriones de calidad excelente al aplicar la buserelina a las 54 horas

después de aplicar la PGF2a.

2.5.2.3. Protocolo que utiliza la ablacion del foliculo dominante (FD)

La mayoria de los tratamientos de ovulacion multiple estudiados han sido
orientados hacia la eliminacién del efecto que produce el FD. Un método mecanico
para contrarrestar este efecto es la aspiracion de todos los foliculos mediante
ultrasonografia vaginal (también llamado ablacién folicular) el cual resulta en una nueva
onda folicular 1.5 dias después de realizada la aspiracion (Bo y Mapletoft, 1999).

Los resultados de la respuesta superovulatoria en los tratamientos con ablacién
folicular son similares a los iniciados en los dias 8 a 12 del ciclo estral; sin embargo,
este protocolo ofrece la oportunidad de iniciar los tratamientos sin la necesidad de
detectar estros o la ovulacion (Bergdfelt et al., 1997).

Lima et al. (2007) compararon el momento en que se realiza la ablacion folicular
entre los dias 8 a 12 a la mitad del diestro, antes de iniciar el tratamiento de ovulacion
multiple y encontraron que no existe diferencia significativa en el tiempo de ablacion
folicular a las 0, 24 y 48 horas de removidos los foliculos para iniciar la ovulacién
multiple, ellos reportaron resultados similares en relacién al porcentaje de embriones

viables en los tiempos evaluados.

2.6. Factores que afectan los programas de ovulacién multiple
2.6.1. Factores asociados a la raza

Existen diferencias en la respuesta superovulatoria en razas de ganado Bos
taurus de climas templados en relacion a las razas Bos indicus, observandose
superioridad en el ganado Bos indicus en condiciones tropicales (Aké et al., 1995). En
algunos estudios se concluyé que los embriones de razas Bos indicus, toleran
temperaturas mas altas que los de razas Bos taurus (Kamwanja et al., 1994; Krininger
et al, 2003).
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Existen importantes diferencias en la fisiologia reproductiva de animales Bos
indicus y Bos taurus (Baruselli et al, 2006). En las cuales se ha encontrado que los
ovarios de vacas de razas cebuinas necesitan menores dosis de gonadotropinas
exdgenas para responder a los tratamientos de ovulacién multiple (Munro, 1986; Barros
y Nogueira, 2001).

En un estudio efectuado por Donaldson (1984a) en donadoras de 13 razas
distintas productoras de carne, se encontré diferencias en cuanto al numero de
ovocitos y embriones colectados al igual que el nUmero de embriones transferibles en
cada raza, siendo las razas Bos indicus las que presentaron una mejor respuesta.

Sin embargo en estudios realizados en climas tropicales en vacas criollas de la
raza Criollo Limonero (Gonzalez et al., 1997) y Blanco Oreginegro (Rodriguez et al.,
1998) se ha obtenido buenos resultados en la respuesta superovulatoria siendo

atribuido al grado de adaptabilidad que presentan estas razas a los climas adversos.
2.6.2. Factores nutricionales

El estado nutricional de la donante de embriones puede tener influencia en la
ovulacion y la fecundacion, asi como la viabilidad embrionaria. En vacas lactando la
ingesta de altas cantidades de proteina en la dieta después del parto causa efectos
inconsistentes en la reiniciacién de la actividad ovarica, prolongando el intervalo de
dias para la primera ovulacion (Butler, 1998), las altas cantidades de urea en plasma y
leche han sido asociadas con una decreciente fertilidad (Elrod y Butler, 1993). En vacas
secas, dietas altas en fibra representan una gran oportunidad para mejorar la salud y la
fertilidad (Beever, 2006).

Los efectos adversos de una subalimentacion en el comportamiento reproductivo
del ganado, puede ser debido a la alteracion hormonal a nivel del ovario, la glandula
pituitaria anterior y el hipotalamo (Schillo, 1992). Por otro lado, dietas demasiado bajas
en energia intervienen en aspectos especificos del control neuroendocrino de cada
fase de la reproduccion, afectando los niveles hormonales necesarios para un correcto
funcionamiento (Short y Adams, 1988).

Algunos estudios concluyen que las dietas controladas tienen un efecto positivo

en la tasa de ovulacion y en la produccion de embriones de excelente calidad con
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relacion a las dietas ad libitum en vaquillas de carne (Nolan et al., 1998; Yaakub et al.,
1999).

2.6.3. Factores asociados a la edad

Se ha comprobado que la edad de la donadora, juega un papel importante en la
respuesta superovulatoria, encontrandose un mayor niumero de embriones en animales
menores de 10 afios comparado con vacas mayores (Hasler et al.,, 1981). Estos
resultados pueden deberse a una reduccion en el numero de foliculos capaces de
responder al tratamiento con gonadotropinas en vacas viejas, debido a que al aumentar
la edad existen cambios endocrinos que conyevan a una reduccion en la tasa de
ovulacion, fertilizacion y embriones colectados (Donaldson, 1984b; Lerner et al., 1986;
Silva et al., 2009). Contrario a esto, cuando animales muy jovenes son tratados con
dosis elevadas de gonadotropinas se produce una sobreestimulacion ovarica y se
desarrollan muchos foliculos pero pocos son capaces de ovular sufriendo la mayoria
atresia folicular (Lerner et al., 1986; Breuel et al., 1991).

Chagas et al. (2002) compararon la calidad del embridon de vacas y vaquillas de
raza Holstein y reportaron una baja respuesta superovulatoria, baja tasa de fertilizacién
y un menor namero de embriones viables en las vacas con relacion a las vaquillas, lo
cual fue asociado a concentraciones bajas de progesterona durante el diestro. Estas
diferencias se atribuyeron a la competencia en cuerpos luteos y las tasas de ovulacion.
Al igual, Leroy et al. (2005) compararon la calidad del embrién en vacas lactando y
vaquillas de raza Holstein y encontraron una apariencia oscura y reducida calidad en
los embriones de las vacas, comparado con los embriones de las vaquillas. Ellos

sugieren gque esto puede ser causado por una acumulacion de gotas de lipidos.
2.6.4. Factores hormonales

Existe una extensa variabilidad de productos utilizados para inducir ovulacién
multiple en bovinos, en los cuales las preparaciones hormonales influyen directamente
en la respuesta superovulatoria de cada donadora de embriones (Kanitz et al., 2002).

La relacion de actividad FSH/LH existente en cada gonadotropina juega un papel
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importante (Garzon et al.,, 2007), viéndose afectado el numero y calidad de los
embriones por el uso de productos gonadotréficos con una alta contaminacion de LH
(Moor et al., 1984; Donaldson et al., 1986; Kanitz et al., 2002). Se han observado
anormalidades en el desarrollo de los ovocitos, asincronia entre el crecimiento de las
células de la granulosa y la maduracién de los ovocitos, se observa ocurrencia de
ovulaciones prematuras, asi como fallas en la ovulacion de foliculos individuales (Kafi y
McGowan, 1997).

Murphy et al. (1984) analizaron la variabilidad en FSH y LH de la hMG y
preparaciones de eCG y encontraron que en las preparaciones donde los niveles de LH
son altos, se presenta una influencia inhibitoria en la respuesta a la ovulacion. En
cambio Lopes da Costa et al. (2001) obtuvieron diferencias en relacion al niumero de
embriones viables esto se atribuyé a la induccibn de superovulacion con

gonadotropinas conteniendo niveles bajos de LH, en ganado nativo.
2.6.5. Factores ambientales

En regiones con clima subtropical y tropical, existe una baja tasa de concepcion
en el ganado lechero (Wolfenson et al., 1988), factores como la radiacién solar, la alta
temperatura, el movimiento del aire y la alta humedad relativa afectan el
comportamiento de los animales con su medio ambiente (Kadzere et al., 2002). Lo cual
se manifiesta en la reduccion de la expresion del estro y la fertilidad influidos por el
estrés calorico (De Rensis y John, 2003; Jordan, 2003; Collier et al., 2006).

El estrés caldrico inhibe el crecimiento y la dominancia de los foliculos durante el
periodo preovulatorio en vaquillas y en vacas lactando, las concentraciones de E; se
reducen, lo que provoca una extension en la fase lutea (Wolfenson et al.,, 1995;
Wolfenson et al., 1997; Wilson et al., 1998a; Wilson et al.,, 1998b), el numero de
foliculos pequefios se incrementa durante la mitad del ciclo estral y aumenta la
concentracion de P4 en plasma (Trout et al., 1998).

En los tratamientos de ovulacion multiple, la produccion de embriones se ve
afectada por las altas temperaturas (Hansen et al., 2001; Peixoto et al., 2006), la tasa
de gestacion disminuye y se incrementa el nUmero de embriones anormales debido a la

sensibilidad de los ovocitos y embriones al estrés calorico (Hansen, 2007).
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Putney et al. (1988), evaluaron el efecto de humedades y temperaturas altas en
el desarrollo temprano de embriones de vaquillas lecheras superovuladas, y
encontraron que las humedades y temperaturas altas incrementan la incidencia de
embriones con menos de 16 células, embriones anormales y células degeneradas.
Ellos reportaron que cuando las donadoras son sometidas al estrés calorico antes del
dia 7 del desarrollo embrionario, se compromete la viabilidad del embridn
incrementandose la tasa de mortalidad embrionaria.

En un estudio realizado por Lozano et al. (2010), evaluaron el efecto del estrés
calorico en la produccion embrionaria de vacas superovuladas y la tasa de gestacion
en receptoras y encontraron que el estrés calorico afecto la viabilidad del embrion y el
medio ambiente materno para el establecimiento de la gestacién, ademéas de que en
vacas receptoras esta se redujo a un 50% cuando recibieron un embrién colectado en

épocas calidas en relacion a los colectados en épocas templadas.

2.7. Justificacion

Para la raza CLT, se desconoce un protocolo y la mejor dosis de hormonas para
inducir ovulacion multiple, con lo cual se podra aprovechar al maximo los animales
genéticamente superiores de esta raza. Al establecer el protocolo con la mejor
dosificacion de FSH para este ganado y aprovechando las ventajas que ofrece la
ovulacién multiple y transferencia embrionaria (OMTE), se podra aumentar el tamafio
de la poblacion de ganado CLT en manos de los criadores, se dara un gran paso en el
programa de mejoramiento genético de la raza y se contara con un banco de
germoplasma con embriones disponibles para mejorar genéticamente y expandir los
hatos existentes, se aumentara la cantidad de ganado puro y se dispondrda de una
biotecnologia reproductiva aplicada a esta raza, para ser aprovechada por los socios
de la Asociacién Mexicana de Criadores de Ganado Romosinuano y Lechero Tropical
(AMCROLET A.C) y ganaderos interesados en esta raza. Por lo anterior, se plantearon

los objetivos e hipoétesis siguientes:
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2.8. Objetivos
2.8.1. Objetivo general

Establecer el mejor protocolo de ovulacion multiple con base en la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) en hembras Criollo Lechero Tropical.

2.8.2. Objetivos especificos

e Evaluar la respuesta superovulatoria con tres tratamientos a diferentes niveles
de FSH (Folltropin-V) en un protocolo de superovulacion a base de
progestagenos y estradiol.

e Conocer el numero y calidad de los embriones obtenidos en cada tratamiento.

2.9. Hipdtesis
2.9.1. Hipdtesis general

Las donadoras Criollo Lechero Tropical, al ser animales de talla mediana y altamente
fértiles en condiciones tropicales, comparadas a otras razas lecheras y carnicas,
manifiestan una mejor respuesta superovulatoria a la aplicacion de dosis bajas de FSH

(Folltropin-V) en relacion a la dosis convencional.

2.9.2. Hipdtesis especificas

e La respuesta superovulatoria en cada uno de los tratamientos es diferente.
e Con la aplicacibn de dosis menores a la convencional se obtienen mas

embriones con calidad transferible y una menor sobreestimulacién ovarica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del area de estudio

El estudio se realiz6 en dos localidades del estado de Veracruz: 1) el rancho La
Capilla, localizado en el municipio de Cotaxtla, a 18° 53" Ny 96° 15" O y a 32 msnm. La
precipitacion y temperatura medias anuales son de 1400 mm, distribuidas de junio a
noviembre y 25 °C; y 2) en el Campus Veracruz del CP, localizado en la comunidad de
Tepetates, municipio de Manlio Fabio Altamirano, a 19° 11" Ny 96° 20" O, a 23 msnm,
precipitacion y temperatura medias anuales de 1060 mm y 26.4 °C. El clima de ambas
localidades corresponde al AW (w)(i") g, calido subhumedo con lluvias en verano
(Garcia, 1988).

3.2. Animales experimentales

En el primer ensayo realizado en marzo de 2012, se utilizaron 12 vaquillas
virgenes CLT de 35.0+1.7 meses y 404.9+11.6 kg. Todas las vaquillas presentaron
ciclos estrales regulares verificados por observacion diaria y se realiz6 palpacion
ovarica transrectal para descartar posibles problemas en los ovarios de acuerdo a las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS,
por su siglas en inglés; Stringfellow y Seidel, 1998). La condicién corporal media de las
vaquillas fue 3.2+0.3 en escala de 1 (emaciado) a 5 (obeso) (Wildman et al., 1982).
Cinco vaquillas presentaron el cérvix estrecho que no permitié introducir el catéter
Foley para la recoleccion de los embriones por lo que de ellas solamente se recolecto
informacién parcial del estudio. El problema de cérvix estrecho fue encontrado en
vaquillas Holstein virgenes (Hasler et al., 1983). En el segundo ensayo realizado en el
mes de julio de 2012, se utilizaron 6 vaquillas virgenes y 5 vacas de primero y segundo
parto de 50.6+£6.2 meses y 429.6+12.1 kg, que presentaron ciclos estrales regulares y
condicion corporal media de 3.1+0.8. Las hembras experimentales donadoras son
genéticamente superiores en produccién de leche a 305 d y pertenecen a los animales
élite de la poblacion. Para su cubricién se utilizaron pajillas descongeladas de semen

de siete sementales CLT probados genéticamente superiores para la produccion de

20



leche a 305 d. El semen fue valorado microscopicamente y presentdé movilidad
individual progresiva después del descongelado superior de 60%. Los sementales se
asignaron aleatoriamente para cubrir a las hembras de acuerdo a la estructura de seis
familias establecidas en el nucleo de seleccion con el fin de evitar consanguinidad en la

descendencia.

3.3. Manejo de las donadoras de embriones

Las donadoras se alimentaron en potreros de pasto estrella (Cynodon
plectostachyus), grama nativa (Paspalum spp) y pasto para (Brachiaria mutica), y se
us6 un suplemento con alimento concentrado con 18% de proteina cruda a razén de 2
kg d* animal™® y ensilado de maiz a razén de 15 kg d* animal™, ademas recibieron
sales minerales y agua a libertad. Las donadoras se manejaron con gamarra y
realizaron una caminata de 10 min d, se cepillaron, desparasitaron internamente via
oral (Alban al 10%, Laboratorios Andoci S. A.) y externamente (Bovitraz al 12.5%,
Laboratorios Bayer S. A.) por aspersion cada 20 d y recibieron dos aplicaciones de
selenio (Mu Se®, Laboratorios Schering-Plough) y fésforo orgéanico (Catosal,
Laboratorios Bayer Health Care) 30 y 10 d previos al inicio del protocolo de
superovulaciéon. La conducta de las donadoras se observo durante 1 h por la mafiana y
1 h por la tarde y se determiné que todas presentaran ciclos estrales regulares en un
intervalo de 18 a 24 d.

3.4. Protocolo de superovulacion y tratamientos

Se utilizé un protocolo de superovulacion a tiempo fijo (Figura 1). En el dia cero
a cada donadora se le insertdé un dispositivo intravaginal liberador de progesterona
(CIDR-B®, 1.9 g Dec Manufacturing ) y se le aplicaron 2.5 mg de Benzoato de estradiol
(BE, Estrol, Deffler, Instituto Agrobioquimico S.A. de C.V) y 50 mg de Progesterona (P4,
Fort Dodge Animal Health S. de R.L. de C.V) de manera intramuscular. Del dia cuatro
al siete por la mafana y por la tarde se aplicaron dosis diarias decrecientes de FSH
(Folltropin-V, NIH-FSH-P1, Bioniche Animal Health Inc., Figura 1) que completaron
niveles totales de 260 (FSH1), 210 (FSH2) y 160 (FSH3) mg, que correspondieron a los

tres tratamientos, cada uno asignado al azar a cuatro donadoras en el primer ensayo y
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solamente los dos niveles mas altos a seis y cinco donadoras en el segundo ensayo. El
dia seis por la mafana y por la tarde se aplicaron dosis intramusculares de 25 mg de

PGF2a (Lutalyse, Dinoprost-trometamina, Laboratorios Pfizer). ElI CIDR se retird a las
24 h de aplicada la PGF,4 y cada donadora recibioé dosis intramusculares de 200 Ul de

eCG (Folligén, Laboratorios Intervet) por la mafana y por la tarde. El dia ocho por la
mafiana se aplic6 una dosis intramuscular de 0.25 mg de GnRH (Gonadorelina

Fertagyl, Laboratorios Intervet). La primera IA se realizo a las 36 h de retirado el CIDR

con dos pajillas de semen y la segunda a las 48 h con otras dos pajillas.

FSH1 60 40 20 10 mg (7 AM)
FSH2 45 30 20 10
FSH3 30 25 15 10
FSH1 | 0 0
i 60 40 20 10 mg (7 PM)
FSH2 i 45
FSH3 | 30 20 10
2.5 mg BE :’ 30 25 15 .10
y i
50 mg P H _
4 ! Retiro 0.25mg Recolecta y evaluacion
(7 AM) i dispositivo  GnRH * | | 25 mg PGF2a
ll (TAM) (7 AM) (7 AM) (7 AM)
| \ 'y v
PRO GES TE RO NA I
8 9 16 d

I S

7ZAM  25mMg 200U A
PGF20.
7PM il L)

Figura 1. Protocolo de superovulacion utilizado en hembras Criollo Lechero Tropical.

3.5. Recoleccién y clasificacion de embriones
Los embriones se recolectaron por el método no quirdrgico (Seidel y Seidel,

1991) nueve dias después de retirado el CIDR (Figura 1). El nimero de cuerpos luteos
se determind por palpacién ovarica transrectal antes de iniciar el lavado. Las areas
epidural y perineal y los labios vulvares se desinfectaron con yodo espuma, yodo
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germisin y alcohol al 70 %; el area epidural se anestesié con 5 a 10 mL de lidocaina al
2% (Astra Zeneca, S.A. de C.V.). Los embriones se recolectaron con un catéter Foley
de dos vias de 14 6 20 fr con globo de 30 cc, para el lavado se utilizé6 1 L animal™ de
medio de recoleccion (Vigro Complete Flush Solution, Bioniche). Los embriones fueron
recuperados en ambos cuernos con un filtro EmCon. Al finalizar la colecta se aplicaron
25 mg de PGF2a animal™ para lisar los cuerpos Iteos existentes y evitar una posible
gestacion. Los embriones se localizaron utilizando un estereoscopio (ZS-6Plus, Bausch
& Lomb). Los embriones se colocaron en un medio de mantenimiento (Vigro Holding
Plus, Bioniche) y se clasificaron de acuerdo a las recomendaciones de la IETS
(Stringfellow y Seidel, 1998).

3.6. Variables de respuesta

Las variables de respuesta se determinaron de acuerdo a las normas de la IETS
(Stringfellow y Seidel, 1998), se consideré que la donadora respondié al tratamiento
cuando al momento de la recoleccién de embriones presentd dos o mas cuerpos liteos

determinados por palpacién ovarica transrectal.

3.6.1. Cuerpos lateos (CL). Numero de cuerpos luteos contados en cada ovario por

medio de palpacioén transrectal momentos antes de iniciar la colecta de embriones.

3.6.2. Ovocitos no fertilizados (ONF). Numero de 6vulos recolectados sin fertilizar.

3.6.3. Embriones degenerados (ED). Numero de embriones con defectos; numerosos
blastomeros extruidos, células de diferentes tamafios, grandes vesiculas pero masa

embrionaria viable de apariencia.

3.6.4. Blastocistos (B). Se identificaron por una pronunciada diferenciacion de la capa
exterior y el trofoblasto mas oscuro, la masa celular interna evidentemente mas
compacta, el blastocele es muy prominente con el embriéon que ocupa la mayor parte

del espacio perivitelino.
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3.6.5. Embriones calidad 1 (EC1). Se identificaron por su forma simétrica y esférica, la
masa del embrion con blastdmeros individuales que son uniformes en tamafo, color y
densidad. Este embridon es compatible con su etapa de desarrollo, las irregularidades
son minimas y por lo menos 85% del material celular mantiene una masa intacta
embrionaria viable, la zona pelucida es suave y no tiene superficies concavas o planas

gue puedan causar que el embridén se adhiera a una caja de Petri.

3.6.6. Embriones transferibles (ET). NUmero de embriones con calidad 1 y 2, entre los
cuales se encuentran las moérulas, blastocisto joven, blastocisto y blastocisto

expandido.

3.6.7. Total de estructuras colectadas (TEC). Numero total de estructuras colectadas en

sus diferentes estadios, incluyendo ovocitos no fertilizados.

3.7. Andlisis estadistico

Las variables de respuesta se analizaron con un modelo lineal de efectos fijos:
Vijk =+ E + T+ By(xrije — %) + Ba(xziji — %2.) + Ba(Xaije — %3.) + €iji
donde;
Yijx = observacion k-ésima del j-ésimo tratamiento e i-€simo ensayo.
[ = constante que caracteriza a la poblacién.
E; = efecto fijo del i-ésimo ensayo. i =1, 2.
T; = efecto fijo del j-ésimo tratamiento. j = 1, 2, 3.
B, = coeficiente de regresion que relaciona el peso vivo con la variable de respuesta.
X1ijx = P€so vivo asociado a la variable de respuesta.
X;. — media del peso vivo.
B, = coeficiente de regresion que relaciona la edad con la variable de respuesta.
xX,ijx = edad asociada a la variable de respuesta.
X, - media de la edad.
B; = coeficiente de regresion que relaciona la condicion corporal con la variable de

respuesta.
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X3, = condicion corporal asociada a la variable de respuesta.

X3 — media de la condicion corporal.

€;jx = error aleatorio. €;,~I1IP(A).

En un inicio se incluy6 la pajilla del semental en el modelo, pero no tuvo efecto
significativo en las variables de respuesta por lo que se elimind. Los datos fueron
procesados con el procedimiento de modelos generalizados (GENMOD) del SAS (SAS
Institute, 2010). Se utilizé una distribucion Poisson de los errores con funcion de enlace

logistica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuerpos luteos

El nimero de CL fue la Unica variable de respuesta que se observé en el primer
ensayo. El nivel de FSH (Folltropin-V) afecto (p<0.0001) el numero de CL con medias
de 12.4+1.2, 9.0+1 y 2.1+0.7 para FSH1, FSH2 y FSH3; ademas 2 hembras del FSH3
no respondieron al tratamiento y debido a su baja respuesta este tratamiento no se
incluyd en el segundo ensayo. Las covariables peso (p<0.02) y edad (p<0.01) afectaron
el nimero de CL con $ =3.8x10%+1.7x10%y £ =-0.8 x 10° + 0.3 x 10, Los CL
obtenidos en los tratamientos FSH1 y FSH2 fueron mayores de 6.8+3.1 y 4.5£1.5
obtenidos en vaquillas Bos taurus mantenidas en condiciones tropicales, superovuladas
con FSH (Superov y Ovagen; Kanuya et al., 1997). Nilchuen et al. (2011) en vaquillas
para carne de 2 a 3 afios y 326x£17.9 kg de la raza Kamphaeng Saen (Charolais 50,
Brahaman 25 y Thai 25%) de Tailandia obtuvieron 10.3+0.9 y 13.0+0.9 CL cuando
aplicaron dosis de 200 y 250 mg de FSH (Folltropin-V). Barati et al. (2006) en ganado
Bos indicus Sistani de Iran con una dosis baja de 160 mg de FSH (Folltropin-V)
obtuvieron 9.6+0.6 CL, esta alta respuesta es atribuible a una mayor sensibilidad del
ganado Bos indicus a la FSH (Barros y Nogueira, 2001). En el Cuadro 1 se presentan

las medias estimadas de las variables de respuesta estudiadas.

Cuadro 1. Respuesta superovulatoria a dos diferentes dosis de FSH (Folltropin-V) en

donadoras Criollo Lechero Tropical (medias minimo cuadréticas * error estandar).

Tratami  Ovocitos no Embriones Blastocistos Embriones Embriones Total de

entos fertilizados  degenerados calidad 1 transferibles estructuras
colectadas
FSH1 2.0+£0.6 2.3+0.6 3.3£0.7 2.8+ 0.8 3.2+0.7 10.3+1.5
FSH2 0.5+0.3 2.0+£0.6 2.6x0.7 2.8+0.7 3.0+£0.8 3.5+0.8
p=<0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.0003

Trat = tratamiento; ONF = ovocitos no fertilizados; ED = embriones degenerados; B = blastocisto; EC1 =
embriones calidad 1; ET = embriones transferibles; TER = total de estructuras recolectadas; FSH1 = 260
mg de FSH; FSH2 = 210 mg de FSH.
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4.2. Ovocitos no fertilizados

La covariable edad afectd (p<0.007) los ONF con f = -2.3x 10°+ 1.0 x 10°. Se
obtuvo un mayor namero de ONF con el tratamiento FSH1 (Cuadro 1) debido a los
niveles altos de FSH presentes en la hipdfisis y en los ovarios durante la ovulacion
(Kanitz et al., 2002). Lopes da Costa et al. (2001) en ganado nativo de raza Mertolenga
de Portugal al aplicar 400 mg de FSH (Folltropin-V) obtuvieron 0.7+0.3 ONF. Dong-Soo
et al. (2007) en vacas nativas de Corea con dosis de 28 y 24 mg de FSH (Artrin-R10)
obtuvieron 2.1+0.5y 2.2+0.5 ONF.

4.3. Embriones degenerados

Los ED no fueron diferentes entre tratamientos (p>0.05, Cuadro 1). Estos valores
de ED fueron inferiores de 2.8+0.9, 2.7+1.7 y 3.2+3 obtenidos en vacas Mertolengo de
Portugal, hembras Gyr y Brahaman superovuladas con 400, 200 y 240 mg de FSH
(Folltropin-V; Quaresma et al., 2003; Motta et al.,, 2011; Salgado et al., 2011), pero
superior de 0.7+£0.2 en vacas lactantes Suizo Pardo de Turquia que recibieron 400 mg
de FSH (Folltropin-V;Bulbdl et al., 2010). Dong-Soo et al. (2007) de vacas nativas de
Corea que recibieron 28 y 24 mg de FSH (ARtrin-R10) obtuvieron 0.8+0.2 y 1.0£0.3
ED.

4.4. Blastocisto

No se observaron diferencias entre tratamientos (p>0.05) para B y se encontrd
un numero reducido de embriones en mérula y blastocisto expandido, lo cual puede
estar relacionado al grado de desarrollo de los embriones por los dias transcurridos
desde la IA hasta el dia siete de la recolecta (Lindner y Wright, 1983). Callesen et al.
(1995) en vacas lecheras superovuladas con FSH y eCG obtuvieron 1.4+0.6 B y Bono
et al. (1991) en vacas de carne superovuladas con Gonadotropina Menopausica

Humana (hMG) obtuvieron valores similares de 3.3+£0.8.
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4.5. Embriones calidad 1

No hubo efecto de tratamientos en EC1 (p>0.05). En vacas Suizo Pardo que
recibieron 400 mg de FSH (Folltropin-V) se obtuvieron 2.9+1.3 EC1 (Bulbul et al.,
2010). Singh et al. (1996) en vaquillas Simmental con la aplicacién de 9.0 mg de oFSH-
17 (Ovagen) obtuvieron 4.1+0.7 EC1.

4.6. Embriones transferibles

El nimero de ET fue similar entre tratamientos (p>0.05). Sin embargo, el maximo
namero de ET fue siete en FSH1 y cuatro en FSH2 y el minimo fue cero en ambos
tratamientos. Se recomienda obtener un mismo numero de ET utilizando una menor
cantidad de FSH. ET es la variable de respuesta mas importante de una ovulacion
multiple ya que a mayor nimero de embriones transferibles se tienen mas posibilidades
de producir una gestacion exitosa (Schiewe et al., 1987). Los valores estimados de ET
fueron inferiores de 4.3+1.1 y 3.4+1.2 obtenidos en hembras Sistani que recibieron 200
y 160 mg de FSH (Folltropin-V; Barati et al., 2006), y de 4.4+3.9, 5.7+3.3 y 9.8+3.0 de
hembras Brahaman, y Kamphaeng Saen con dosis de 240 mg de FSH (Folltropin-V;
Salgado et al., 2011; Nilchuen et al., 2011; Nilchuen et al., 2012). Sin embargo, los
resultados de este estudio son mayores de 1.3+x1.2 ET obtenidos en vaquillas Bos
taurus de genotipos lecheros no adaptados de 20 a 28 meses y de 196 a 265 kg,
superovuladas con diferentes gonadotropinas en un ambiente tropical (Kanuya et al.,
1997). Sugano y Watanabe (1997) evaluaron el uso de diferentes dosis de FSH-R
derivada de FSH-P cruda en ganado Negro Japonés y obtuvieron valores de 4.6+5.2,
4.4+3.7 y 2.0£4.1 ET con dosis bajas de 16, 24 y 30 mg.

4.7. Total de estructuras recolectadas

Las covariables edad, peso y CC influyeron (p<0.002, p<0.0133, p<0.0009) en
TERcon 3 =-27x10%+0.8x103 f=9.7x10°+3.9x 103y f = 1.2 + 0.4. A mayor
edad de la donadora, se obtiene menor numero total de embriones colectados (Lerner
et al., 1986) debido a que las vacas con edades avanzadas presentan menos foliculos

ovaricos pequefios reclutados en una onda folicular (Malhi et al., 2005) y menos
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foliculos grandes después de la superestimulacion de los ovarios (Malhi et al., 2006).
En contraste, donadoras muy jovenes superovuladas con dosis altas de FSH presentan
una sobreestimulacion ovarica y como consecuencia una pobre ovulacion (Breuel et al.,
1991). En hembras de bajo peso se presenta una alteracion en la secrecion pulsatil de
LH que perturba el proceso del desarrollo folicular a la fase preovulatoria (Kafi y
McGowan, 1997), en hembras con CC muy alta se obtiene una pobre produccion de
embriones (Kadokawa et al., 2008). ElI TER fue diferente entre tratamientos (p<0.0003)
y casi tres veces mayor en FSH1. Con dosis de 200 mg de FSH (Folltropin-V) se
obtuvieron 8.2+1.1, 9.249.0, 9.0+1.2 y 14.3£3.6 TER (Barati et al., 2006; Motta et al.,
2011; Nilchuen et al., 2011; Nilchuen et al., 2012). Con una dosis mayor de 240 mg
FSH (Folltropin-V) en hembras Brahaman se obtuvo un numero similar de 9.1+5.6 TER
(Salgado et al.,, 2011). Aké et al. (1995) en ganado Bos taurus en condiciones

tropicales con la aplicacion de 38 y 45 mg de FSH-P obtuvieron 7.6+£3.3 TER.
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5. CONCLUSIONES

El tratamiento FSH3 con dosis de 160 mg de FSH (Folltropin-V) indujo una repuesta
baja en el nimero de cuerpos luteos por lo que fue eliminado en el segundo ensayo.
Aunque el tratamiento FSH1 con dosis de 260 mg de FSH produjo un mayor numero
total de estructuras recolectadas, los embriones transferibles fueron similares al
tratamiento FSH2 con dosis de 210 mg, por lo que esta dosis seria la mas adecuada

para la superovulacién de hembras CLT.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Gastos generados por donadora en el programa de superovulacion de

hembras Criollo Lechero Tropical.

Producto Precio Cantidad de Costo del
unitario ($)  producto usado producto por
por donadora donadora ($)
FSH (Folltropin-V) (frasco 20 ml/400
mgQ). 1,800.00 210 mg 945
PGF2a (Lutalyse,frasco 30 ml/150
mg). 180.00 75 mg 90
Disp. Intravaginal (CIDR-B, pg/10). 1,775.00 1 dispositivo 177.5
Progesterona (frasco/10 mi/500 mg). 100.00 50 mg 10
Benzoato de  estradiol (Estrol;
frasco/10 ml/25 mg). 60.00 2.5 mg .6
eCG (Folligon; caja/5 frascos/5
mI/5000 Ul). 900.00 400 Ul 72
GnRH (Fertagyl; frasco 50 ml/5 mg). 730.00 .25 mg 36.5
Medio de recolecciéon “Vigro complete
flush solution” (1 Lt). 345.00 1L 345
Medio con etilenglicol (8 ml). 100.00 1.3 ml 16
Medio de mantenimiento “Vigro holding 385.00
plus” (50 ml). 4.16 ml 32
Filtros para recoleccion de embriones
EmCon. 316.38 1 316.4
Catéter Foley de 2 vias, de 20 fr., con
globo de 30 cc. 66.38 1 66.4
Caja Petri cuadriculada para busqueda
100 x 15mm, pg/10. 227.41 6 cajas 136
Caja Petri de 35 X 10 mm, pg/20. 228.44 6 cajas 137
Pajillas para embriones .25 irradiadas
con rayos gamma, Pag/5. 25.86 1 Paq. 25.9
Plugs. Barritas de identificacion, .25cc,
47mm, irradiadas, amarillas, Paqg/50. 543.10 5 barritas 54.3
Guante francés para palpacion
ultrasensibles (anaranjados), Paq/100. 267.25 5 guantes 13.4
Goblets de 10mm, (5 pajillas/.5ml)
Paqg/200. 461.22 1 goblet 2.3
Bastones de 10 mm, (p/2 goblets)
Paqg/100. 353.44 1 3.5
Jeringa insulinica con embolo, de 1cc
con aguja separable. 3.10 2 6.2
Jeringa de 3 ml. 3.00 5 15
Jeringa de 5 ml. 5.00 2 10
Jeringa de 10 ml. 5.00 2 10
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Jeringa de 20 ml. 7.00 2 14
Jeringa de 60 ml. 8.00 2 16
Agujas No. 18 x 1 %% . 2.00 5 10
Alban 10%, (Desparasitante oral, 250
ml). 160.00 7 ml 4.5
Bovitraz (Desparasitante externo, 1 L) 540.00 5ml 2.7
Catosal (frasco 100 ml) 430.00 15 ml 64.5
Mu Sé (frasco 100 ml) 321.00 7 ml 22.5
Lidocaina 2% (Anestésico local) 107.00 10 ml 53.5
Alcohol (1 L) 27.30 200 ml 55
Yodo germisin (frasco 5 L) 260.00 200 ml 10.4
Servitoallas (Pag/2 rollos) 23.20 1 rollo 11.6
Alimento comercial 18% (bulto/40 kg) 200.00 62 kg 310
Sales minerales (saco/25 kQ) 135.00 1 kg 5.6
Total $3,051.8
Anexo 3. Identificacion de donadoras y asignacion de sementales (ENSAYO 1y 2).
ENSAYO 1 ENSAYO 2
ID DONADORA ID SEMENTAL ID DONADORA ID SEMENTAL
ASIGNADO ASIGNADO

L1 J52 L5 J3

L2 J7 L13 J57

L3 J7 L15 J7

L5 J52 L20 J3

L7 K11l L29 J52

L13 K11 L35 J3

L15 J7 K34 J7

L20 K11 J1 J3

L21 J52 J63 J52

L29 J52 J77 J3

L35 K11l F13 J57

L36 J7
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Anexo 4. Hoja de campo utilizada para resultados del lavado de embriones.

RECOLECCION DE EMBRIONES

FECHA:
Rancho:
Identificacion de la vaca: Edad:
Raza: No. de partos: C.C.
Cuerpos luteos OD: Cuerpos lateos Ol:

Hora de obtencion del filtro con embriones:
Observaciones:

RESULTADOS DEL LAVADO UTERINO
Embriones obtenidos
Morulas
Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Degeneradas

Total de mérulas

Blastocisto joven

Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Degenerados
Blastocisto
Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Degenerados

Blastocisto expandido
Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3 Degenerados

NUmero total de blastocistos:

Numero de ovocitos no fertilizados:

Total de embriones degenerados:

Observaciones:
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Anexo 5. Hembras Criollo Lechero Tropical utilizadas como donadoras de embriones.
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