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1. INTRODUCCION

En el norte de México y particularmente en el estado de Chihuahua, los
sistemas de produccién vaca-becerro tienen como objetivo principal la produccion de
becerros para exportacion a Estados Unidos. Desde la introduccién de razas
especializadas en la produccién de carne y durante muchos anos, la ganaderia en
Chihuahua ha dedicado sus esfuerzos a la implementacion de sistemas eficientes
que permitan obtener la mayor cantidad de Kg de becerro al menor costo posible,
utilizando principalmente los agostaderos de las regiones del centro y noroeste del
estado, en las que predominan pastos nativos. Es indudable la importancia de la
produccion de becerros en la economia del estado y del norte del pais, no obstante,
existen otras alternativas que resultan eficaces para la implementacion de sistemas
de produccion bovina.

En las ultimas décadas ha cobrado interés la explotacién del ganado Criollo,
originario del estado de Chihuahua, en las actividades deportivas del rodeo en
México, Estados Unidos, Canada y otros paises. El interés por esta raza bovina
obedece principalmente a que sus caracteristicas fenotipicas tales como la presencia
de cuernos, agilidad y resistencia entre otras, resultan idéneas para su desempefio
en los eventos deportivos antes mencionados (Félix-Portillo et al, 2006).
Recientemente, el ganado Criollo ha generado interés como productor de carne,
considerando que los costos de produccion son significativamente menores en
comparacion con los animales de otras razas especializadas y que la carne de estos
animales es mas magra, por lo que resulta ideal para la implementacién de sistemas

alternativos de produccion de carne organica.



En general, la ganaderia Criolla de Chihuahua presenta grandes deficiencias,
entre las que se encuentran: la insuficiente produccién de novillos Criollos para
exportacion cubrir las demandas establecidas por los compradores norteamericanos,
el precio del ganado en las regiones en las que se produce generalmente es bajo, el
porcentaje de paricién en los hatos es de aproximadamente 50 %, existe poca
innovacién, validacion y transferencia de tecnologia aplicable a las condiciones
especificas de esta raza, y otras (Rios, 2010). Entre los aspectos a considerar en la
transferencia de tecnologia al sistema ganadero Criollo se encuentran los
econdmicos, sociales, nutricionales y reproductivos, los cuales deben contribuir a
aumentar la eficiencia en su produccion (Rios y Rodriguez, 1998). Un ejemplo de la
necesidad de avances tecnolégicos en el ganado Criollo es la falta de
implementacion de programas de mejoramiento genético. Es bien sabido que la
genética juega un papel de gran importancia en la eficiencia de los sistemas de
produccion pecuarios y el ganado Criollo no es la excepcién. Asimismo, la
implementacion de este tipo de programas involucra técnicas de reproduccion
asistida como la inseminacién artificial (IA) y la transferencia de embriones (TE). A
este respecto es necesario hacer notar que los programas que han intentado
establecerse anteriormente han tenido resultados desfavorables, debido entre otras
causas, a que en las hembras de ganado Criollo no ha sido posible la obtencién de
porcentajes de prefez similares a los obtenidos en ganado productor de carne o
leche mediante la IA o TE (Torres-Simental et al., 1997; Ramirez-Godinez et al.,
1998). Segun resultados de estudios anteriores, la fisiologia reproductiva del ganado
Criollo difiere en algunos aspectos a la de otras razas, por lo que posiblemente esta

raza requiera el desarrollo de programas de sincronizacion del estro, ovulacion vy



superovulacién especificos (Zarate-Martinez et al., 2006). Es importante considerar
que el buen entendimiento de las caracteristicas fisioldgicas y conductuales del ciclo
estral (CE) es fundamental para llevar a cabo cualquier manipulaciéon de sus eventos.
Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron: 1) caracterizar el ciclo estral del
ganado Criollo bajo condiciones ambientales del norte de Chihuahua, 2) evaluar el
efecto del niumero de oleadas foliculares sobre las caracteristicas del ciclo estral de
ese ganado y 3) evaluar el efecto de la aplicacién de eCG en sustitucion de estradiol
en un protocolo de sincronizacidén e inseminacién artificial aplicado a vacas vy

vaquillas Criollas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El ganado Criollo en México

Se conoce como ganado Criollo mexicano a los bovinos descendientes del
ganado espariol traido al continente americano en la dltima década del siglo XV. Este
ganado se encuentra distribuido principalmente en las regiones serranas de algunos
estados como Chihuahua, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Baja California Sur y Nayarit y
es conocido comunmente con otros nombres como ganado Corriente, ganado
deportivo, Rodeos, entre otros (Hernandez, 2012). Aunque existe una gran cantidad
de ganado descendiente de razas europeas (Angus, Hereford, Charolais, etc.) y
Cebu o Brahman, al ganado Criollo se le considera como un grupo racial que
conserva las caracteristicas producto de la mezcla de razas de ganado esparol y no
las del ganado especializado en la produccion de carne o leche, o las de ganado Bos
indicus (Rios, 2010).

En el estado de Chihuahua, el ganado Criollo fue introducido a las
comunidades ganaderas alrededor del afno 1620, en donde prevalecié por muchos
anos bajo sistemas de explotacidon casi nulos (Rios, 2010). Al final del siglo XIX, hubo
cambios importantes en la explotacion ganadera en el estado que incluyeron la
participacidn de compahias extranjeras, importacion de pies de cria de razas
especializadas, concentracion de la produccion ganadera en algunas zonas y el inicio
de la exportacion de ganado para abasto, que si bien dieron un realce econémico,
provocaron el desplazamiento del ganado Criollo a zonas serranas del estado, las
cuales se caracterizan por ser de dificil acceso y por presentar condiciones

ambientales agrestes para la ganaderia (Ramirez-Godinez et al., 1998). Durante la



década de 1960 se observé un resurgimiento en las actividades relacionadas con la
ganaderia Criolla en el norte de México, debido principalmente al aprovechamiento
de las caracteristicas fisicas de los animales Criollos, que resultan idéneas para las
actividades deportivas del rodeo, como el lazo doble y el achatado de novillos. El
aprovechamiento de los animales Criollos por sus caracteristicas fenotipicas

relacionadas con el rodeo prevalece en la actualidad (Rios, 2010).

2.1.1 Origen racial

El ganado Criollo es descendiente de animales de varios origenes y
constituciones genéticas, principalmente de Espafa y el norte de Africa. De esta
amplia base genética se originaron las razas espanolas que a su vez dieron origen al
ganado Criollo mexicano; entre estas razas se encuentran la Asturiana, Murciana,
Blanca cacerena, Alistana-Sanabranesa, Retinta, Berrenda en colorado, Berrenda,
Galicia, Berrenda en negro, Andaluza, Canaria, Rubia gallega, Negra andaluza, y
Caldelana. Algunas de estas razas aun se encuentran establecidas en sistemas de

produccion bovina en paises europeos (Rios, 2010).

2.1.2 Importancia

El ganado Criollo se ha convertido en un biotipo de gran interés comercial
para las actividades deportivas del rodeo en Estados Unidos y Canadéa debido a que
posee caracteristicas como resistencia fisica, agilidad, forma y tamano de los
cuernos, principalmente (Félix-Portillo et al., 2006), asi como por su produccién de

carne magra bajo sistemas de produccidn rasticos con bajos costos de



mantenimiento. Lo anterior ha llevado a que la produccion de este ganado resulte
benéfica para la economia del pais, especificamente para el estado de Chihuahua.
Se estima que la demanda anual es de unos 40,000 novillos para el rodeo en
Estados Unidos exclusivamente (Fierro y Torres, 1996) y aunque dicha demanda
aumenta considerablemente cada afo, no ocurre lo mismo con el numero de
cabezas exportadas (Hawkes et al., 2006), asi, en el periodo comprendido de 2002 a
2007, el estado de Chihuahua exporté 75,402 cabezas de esta raza hacia Estados
Unidos, lo que represent6d aproximadamente 2% del total de los novillos exportados
en el estado (Fierro y Torres, 1996; SDR, 2007). Por otra parte, en el estado de
Chihuahua el ganado Criollo de Rodeo tiene importancia econémica especialmente
en las comunidades indigenas de la sierra Tarahumara, donde cada animal actda
como patrimonio familiar, como fuente de proteina y como auxiliar en actividades
agricolas para mas de 7,000 familias que habitan en municipios de alta y muy alta

marginacion en el estado de Chihuahua (Rios, 2010).

2.1.3 Situacién actual

Actualmente, la mayoria del ganado Criollo se encuentra localizado en las
regiones serranas del estado de Chihuahua y en otros municipios como Aldama,
Balleza, Batopilas, Belisario Dominguez, Bocoyna, Camargo, Carichi, Casas
Grandes, Chinipas, Chihuahua, Guadalupe y Calvo, Cuauhtémoc, Guachochi,
Cusihuiriachi, Guazapares, Guerrero, Maguarichi, Namiquipa, Morelos, Rosales,
Moris, Valle de Allende, Ocampo, Urique y Uruachi, siendo el suroeste del estado la
principal region productora de ganado Criollo en el estado (Hernandez, 2012). No

obstante, también en algunos municipios de la regién desértica del estado como



Ahumada, Juarez, Guadalupe Distrito Bravos y Praxedis G. Guerrero se encuentran
establecidos algunos criadores de ganado Criollo (Rios, 2010).

La situacion actual de la ganaderia Criolla, percibida por los productores de
ganado criollo en la sierra de Chihuahua, indica que aunque solo el 29% de los
productores manifiesta que depende directamente de esta actividad; el ingreso
generado por la cria de ganado Criollo es considerado importante para la magra
economia de los numerosos habitantes marginados de la sierra de Chihuahua, de tal
forma que, en el caso de las etnias indigenas, la crianza de ganado bovino tiene el
papel de “banco viviente” y constituye ademas la principal fuente de traccién animal
para la agricultura (Rios, 2010). Por lo anterior, recientemente se ha reconocido la
falta de conocimiento del estado actual del sistema de produccion de ganado Criollo.
Como parte de las acciones orientadas a determinar la situacion actual de este
sistema de produccién en Chihuahua, se ha creado la Agencia para la Gestién de la
Innovacion Chihuahua, Ganado Criollo (AGl; Mendoza, 2007), asimismo, la
Asociacion de Criadores de Ganado Criollo Mexicano, que han contribuido a realizar
estudios relacionados con la caracterizacion fenotipica, genotipica y nutricional,
ademas de la distribucién geogréfica en el estado (Russell et al., 2000; Hernandez,
2001). Sin duda, dichas acciones han contribuido en gran medida al entendimiento
de las caracteristicas del sistema de produccion y sus posibles modificaciones y
adelantos, no obstante, aun existen grandes deficiencias. En la actualidad, la
mayoria de los hatos de ganado Criollo del estado de Chihuahua son pequenos (< 50
animales; Rios, 2010) y en ellos prevalecen los programas de empadre continuo, en

los cuales, aunque existe la intencién de implementar programas de manejo



reproductivo y mejoramiento genético, las condiciones climaticas, econémicas y

culturales dificultan el establecimiento de acciones concretas.

2.2 Fisiologia reproductiva y manipulacién del ciclo estral en bovinos

El CE comprende el periodo transcurrido entre dos estros. En la vaca, el CE
tiene una duracion media de 21 d, que puede variar entre 19 y 23 d. Durante la etapa
de estro, la hembra se encuentra receptiva sexualmente al macho o a alguna otra
hembra y tiene una duracion de 12 a 18 h (Hernandez, 2002). Después del estro se
presenta la ovulacion para, en su lugar, dar paso a la formacion de un cuerpo luteo
(CL). Cuando la gestacion no ocurre, el CL es destruido por efecto de la

prostaglandina F,q (PGF2y), iniciando asi un nuevo ciclo (Adams et al., 2008).

2.2.1 Desarrollo folicular y oleadas foliculares

Durante el CE, el desarrollo folicular se puede clasificar en dos etapas: 1) la
etapa basal que comprende el crecimiento folicular hasta 3 6 4 mm de diametro y no
es dependiente de las gonadotropinas y 2) la etapa ténica, que abarca el crecimiento
del foliculo a partir de 4 mm de diametro hasta que se convierte en un preovulatorio
(Peter et al., 2009). Esta segunda etapa se presenta en forma de oleadas, las cuales
son constituidas por periodos de reclutamiento, seleccién y dominancia de los
foliculos (Adams et al., 2008). En los CE de la vaca se presentan generalmente entre
2 y 3 oleadas foliculares; cada oleada inicia cuando los foliculos antrales (= 4 mm) de
un grupo son estimulados a continuar su desarrollo en el proceso conocido como
reclutamiento folicular. Después se produce la seleccién, durante la cual un solo

foliculo continda creciendo, convirtiéndose en un foliculo dominante (FD), mientras



que sus compaferos de oleada (subordinados) sufren atresia. EI foliculo
seleccionado se convierte en dominante mediante la inhibicién de la diferenciacion y
crecimiento de los foliculos subordinados, y si el dominante no llega a ovular
después de cierto tiempo, sufre atresia y se continia una nueva oleada de desarrollo
folicular (Hernandez, 2002). El foliculo que es dominante al tiempo del inicio de la
regresion lutea se convertira en el foliculo ovulatorio (Gimenes et al., 2008).

El foliculo seleccionado en cada oleada folicular tiene ciertas caracteristicas
que le permiten seguir creciendo y lo preparan para una posible ovulacién; este
foliculo se encuentra muy irrigado y produce grandes cantidades de estradiol,
mientras que los foliculos no seleccionados pierden su capacidad aromatizante y
producen una menor cantidad de esta hormona, por lo que tienen una mayor
concentracién de progesterona (P4) y androstenediona en su cavidad (Hernandez,
2002).

La FSH es necesaria para el inicio de cada oleada folicular, mientras que la LH
interviene de manera importante en la maduracion del foliculo. En las condiciones en
las que las concentraciones de la LH no son las adecuadas, los foliculos no alcanzan
el grado de madurez fisiolégica para ovular (Hernandez, 2002; Bleach, 2004). En el
inicio de una oleada folicular se ha observado que los incrementos en las
concentraciones de la FSH, se traducen en oleadas de crecimiento de los foliculos.
Entre 24 y 36 h después del pico preovulatorio de gonadotropinas ocurre un segundo
pico de la FSH, el cual produce el inicio de la primera oleada folicular del nuevo ciclo
(Hernandez, 2002).

Cuando un foliculo se selecciona y desarrolla su dominancia, la inhibina y

estradiol producidos provocan que las concentraciones de la FSH disminuyan, asi,



las concentraciones séricas de la FSH no son suficientes para seguir promoviendo el
crecimiento de los foliculos subordinados restantes y posteriormente sufren atresia
(Adams et al., 2008). A su vez, el FD continda su desarrollo a pesar de existir bajas
concentraciones de la FSH. Esto probablemente se debe a que en el FD se
desarrolla un marcado aumento en la sensibilidad a la FSH, lo que posiblemente esté
relacionado con la secrecion de IGF-1 y activita, las cuales amplifican la accion de la
FSH en el foliculo (Hernandez, 2002). Por otra parte, el foliculo que ha alcanzado un
determinado grado de desarrollo requiere principalmente de la LH para seguir
creciendo. Dicho efecto de la LH sobre el FD se acompafa del aumento de la
sintesis de receptores para la LH en las células de la granulosa (Hernandez, 2002;
Zieba et al., 2005).

La ocurrencia de un determinado numero de oleadas foliculares en un CE de
una vaca no obedece a factores relacionados con su raza o edad (Ginther et al.,
1989; Sartori et al., 2011), no obstante, el nuUmero de oleadas foliculares en los CE
de un grupo de hembras tiene implicaciones importantes en su manejo reproductivo,
considerando que el porcentaje de fertilidad puede depender de ello en cierta medida
(Ginther et al., 1989). A este respecto se han obtenido resultados variables, con
porcentajes de gestacion menores después de la ovulacion de FD provenientes de
ciclos de dos oleadas, en comparacion con los FD de ciclos de tres oleadas (81 y
63%, respectivamente; Townson et al., 2002) y porcentajes de gestacion similares en
ciclos de dos y tres oleadas (82 y 100%, respectivamente; Ahmad et al., 1997; 55 y
63%, respectivamente; Bleach et al.,, 2004). Asimismo, se ha reportado que la
duracion del CE, el diametro folicular y las concentraciones séricas de estradiol y P4

tienen cierta relacién con el numero de oleadas foliculares en un CE, siendo mayores
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en los CE de tres oleadas, por lo que es posible asumir que dicha caracteristica
puede ejercer cierto efecto sobre el estro, la ovulacion y la subsiguiente gestacion

(Townson et al., 2002; Noseir, 2003; Bleach et al., 2004).

2.2.2 Funcion lutea

Se conoce como luteinizacion al conjunto de cambios morfolégicos,
endocrinos y enzimdticos que ocurren en el foliculo preovulatorio que se transforma
en un CL (Peter et al., 2009). La luteinizacién inicia incluso antes de la ovulacion,
como respuesta al aumento en las concentraciones séricas de la LH a partir de la
oleada preovulatoria (Adams et al., 2008). En la vaca, la ovulacidon ocurre en
promedio 30 h después de la oleada preovulatoria de la LH, y esta hormona regula
los cambios durante y después de la ruptura folicular (Ginther et al., 1989). Después
de la ovulacién, las células de la teca interna y granulosa se distribuyen en la cavidad
que anteriormente ocupaba el liquido folicular. Las células de la teca interna se
diferencian y multiplican, dando origen a células luteas chicas, mientras que las
células de la granulosa se hipertrofian pero no se multiplican, dando como resultado
un numero igual de células luteas grandes. Aunado a esto, se inicia una
angiogénesis que resulta en la formacion de una amplia red de capilares en toda la
estructura Idtea en formacion (Neglia et al., 2012). El CL presenta un elevado ritmo
de crecimiento, asi, aproximadamente 5 d después de la ovulacién el CL alcanza su
plena funcionalidad con una produccién de P4 > 1 ng mL" (Calderén et al., 1998;
Hernandez, 2002).

La P4 es el principal producto de secrecion del CL. Esta actia basicamente

sobre el aparato reproductor femenino, siendo la responsable de la preparacién del
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Utero para el establecimiento y mantenimiento de la gestacién (Adams et al., 2008).
Ademas, en el oviducto estimula la secrecién de sustancias que nutren al embrion
hasta que éste pueda nutrirse a través de la placenta, evita las concentraciones
uterinas y modifica las caracteristicas del moco cervical volviéndolo mas viscoso,
entre otras funciones (Grygar et al., 1997).

En los dos tipos de células del CL la P4 se sintetiza en forma similar, si
embargo, las células grandes tienen una produccién basal de P4 independiente del
estimulo de la LH (30% de las células luteas y 70% del total de sintesis de P,),
mientras que la produccién de P4 en las células pequefias depende totalmente de la
accion de la LH (70 % de las células Iuteas y 30 % de sintesis de P4; Hernandez,
2002; Weems et al., 2006).

El CL tiene su origen, crecimiento, desarrollo y regresién en un tiempo
relativamente corto de tiempo (Adams et al., 2008). La regresidn lutea es ocasionada
por la liberacion pulsétil de PGF,q en el endometrio, la cual actia sobre las células
luteas grandes ocasionando cambios que conducen a su degeneracion, ya que
unicamente ellas tienen receptores para PGF24, Nno obstante, las células pequenas se
degeneran como consecuencia de los cambios provocados en las células grandes
(Neglia et al., 2012). Si bien no existe una destruccion en el sentido estricto de la
palabra, las células luteas se degeneran gradualmente, siendo el principal efecto la
disminucién en la sintesis de P, para continuar con la posterior degeneracion

morfolégica de la estructura lutea (Weems et al., 2006).

2.2.3 Manipulacion hormonal del ciclo estral
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La capacidad de manipular el CE en el bovino tiene muchas ventajas,
particularmente cuando se lleva a cabo en conjunto con la IA. El objetivo primordial
de la investigacién acerca de la sincronizaciéon de la ovulacion y/o estro es el mejor
entendimiento de la biologia de la reproduccién con el fin de desarrollar sistemas
practicos, confiables y aplicables a la industria de la produccién bovina,
principalmente en la produccion vaca-becerro (Lamb et al., 2001; Lamb et al., 2006).

Existen dos formas de manipulacion del CE en el ganado de carne, la
sincronizacién de la ovulacién y la sincronizacion del estro, sin que estas dos
practicas tengan el mismo significado, ya que son considerados como dos eventos
separados, es decir, bajo condiciones normales ocurre la ovulacion
aproximadamente 30 h después de la aparicion del estro (Geary et al., 1999).

Se han utilizado una gran cantidad de compuestos con actividad luteolitica
para acortar y sincronizar el CE, tales como oxitocina (OT), estrégenos (E») y
prostaglandinas (Lucy et al., 2004). Sin embargo, estos compuestos han presentado
ciertas limitaciones, como el hecho de que la OT debe ser inyectada durante varios
dias consecutivos, o que los E, deban ser administrados antes del dia 10 del CE
(Heersche et al., 1978), por lo que generalmente se han utilizado dos principales
grupos de compuestos para la sincronizacién del estro: PGF,, y sus analogos
(luprostiol, clorprostenol, etc.,) y progestagenos (norgestomet, acetato de
melengestrol, altrenogest, entre otros) los cuales, a través de diferentes mecanismos,
actuan imitando o regulando los factores naturales que intervienen en la conducta del

estro y la ovulacion (Whittier et al., 1986).
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El control de la ovulacion sin la sincronizacion de la actividad conductual del
estro se ha llevado a cabo mediante el desarrollo de protocolos basados
principalmente en el uso del factor liberador de gonadotropinas (GnRH) en
combinacion con prostaglandinas o Ep, para dar como resultado protocolos como
Co-synch (GnRH y PGF5, con servicio a tiempo fijo), Select-synch (GnRH y PGFy,
con servicio a calor detectado), Ovsynch (GnRH y PGF2, con servicio a tiempo fijo),
entre otros (Geary et al., 1999). Los progestagenos son formas sintéticas de la P4
producida por el organismo (por el CL principalmente). Mediante retroalimentacién
negativa, el progestageno administrado por las diferentes vias utilizadas reduce las
funciones hipofisiarias de produccion de la FSH y la LH, teniendo como efecto la
desaparicidén de los signos de estro y la ovulacién por parte del FD (Martinez et al.,
2002). En numerosos estudios (Colazo et al., 2003; Baruselli et al., 2004; Colazo et
al., 2005; Butler et al., 2011) se ha reportado que cuando se administran en conjunto
con agentes luteoliticos (prostaglandinas o E,), los progestagenos constituyen un
medio efectivo para la sincronizacion del estro, teniendo como ventajas el hecho de
que la sincronia en la aparicion del estro en los animales tratados se presenta en un
periodo mas corto de tiempo que los protocolos basados en prostaglandinas en
forma Unica, que algunas vacas sin actividad ovarica empiezan a ciclar con el uso de
progestagenos, ademas que no producen aborto si, por equivocacién, son aplicados
en animales gestantes. Sin embargo, los progestagenos presentan menores
porcentajes de prefiez que los protocolos de sincronizacion de la ovulacion, lo que es
debido, probablemente, a los efectos colaterales de la accion de hormonas sintéticas

produciendo interferencia con el transporte de gametos, ademas del aumento en la
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duracion del diestro natural de los vientres a los cuales se administra el
progestageno al principio de dicha etapa del CE (Odde, 1990). Sin embargo, un
manejo eficiente de los animales y la deteccién de estros en forma adecuada puede
minimizar estos inconvenientes, por lo que el uso de esos productos ha sido una

alternativa de eleccion de acuerdo a las condiciones que prevalecen.

Las prostaglandinas son sustancias que se han utilizado ampliamente para
regular el ciclo reproductivo de la vaca al producir una regresion del CL presente, el
cual es considerado maduro desde el dia 6 hasta el 17 6 18 del CE, por esto, las
prostaglandinas no producen su efecto desde el dia 0 hasta el 5 del ciclo, por que el
CL no es lo suficientemente maduro, y desde el dia 17 6 18 hasta el 21, por que el
CL presente no es funcional o bien, ya no existe, siguiendo el comportamiento ciclico
del ovario (Lamb et al.,, 2006). Existen muchos programas de sincronizacién con
prostaglandinas que pueden ser aplicados, sin embargo, comunmente se han
utilizado los programas de una o dos aplicaciones de PGFz,. Estos programas son
de sencilla aplicacion, pero unicamente se pueden llevar a cabo en animales que se
encuentren ciclando regularmente. En el caso del programa de una sola inyeccioén de
PGF,,, es necesaria la deteccién de CL mediante palpacion rectal para obtener una
mayor respuesta de las prostaglandinas (85 a 90 % de respuesta al tratamiento). Si
no se hace la deteccion del CL antes de la inyeccién de PGF»,, se puede esperar
60% de respuesta al tratamiento (estro) durante los 2 a 5 dias posteriores a la

aplicaciéon (Agarwal et al., 1997).
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Dado que la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) induce la
produccion de otras dos hormonas (gonadotropinas) en la hipdfisis, la LH y la FSH, la
aplicacion de GnRH exdgeno en los distintos programas de sincronizacion intenta
imitar o reproducir la conducta natural del hipotdlamo e hipéfisis, produciendo la
ovulacion o luteinizacion (por accién de la LH) a partir de la onda folicular presente e
iniciando una nueva onda estimulada previamente por la accién de la FSH, para
continuar con la aparicion de un CL funcional posterior (Lamb et al., 2006). Existen
protocolos que se basan GnRH (usualmente a dosis de 100 ug) y PGFzq, de los
cuales se han obtenido resultados favorables tanto en ganado de carne como
lechero. Dichos protocolos presentan diferentes caracteristicas como son el nimero
de manejos necesarios de los animales, inseminacion a tiempo fijo (IATF) o a estro
detectado, y diferentes fechas de aplicaciones hormonales, por lo que estos factores
deben considerarse en cada programa para la eleccion de alguno de ellos (Larson et

al., 20086).

2.3 Actividad reproductiva del ganado Criollo y otras razas nativas

Los estudios de la eficiencia reproductiva del ganado Criollo de rodeo son
limitados. Mediante informacién obtenida a partir de diversas fuentes no formales
cientificamente (comunicaciones personales, reportes técnicos, etc.), se conoce que
el ganado criollo se desarrolla en agostaderos montanosos, principalmente bajo
esquemas de empadre continuo durante todo el ano. Los intervalos entre partos que
se reportan son aproximadamente de 14 o 15 meses y la fertilidad anual es de

aproximadamente 50 %. Por ejemplo, el ganado de Lidia, otro ganado Criollo en
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México, mantiene una fertilidad anual de 50 a 70 % en condiciones de pastoreo en
regiones semiaridas (Gallegos, 1998). El desempefio reproductivo del ganado Criollo
en ambientes tan empobrecidos puede indicar que, al igual que otras razas nativas,
este ganado se ha adaptado al medio de tal manera que es posible que su sistema
neuroendocrino haya sufrido algunas modificaciones por las cuales requiera, para
reproducirse, de -calificaciones de condicion corporal menores que las razas
especializadas. En relacién a esto, se ha observado que otras razas nativas del
mundo han sido criadas desde sus origenes en condiciones practicamente silvestres
con muy bajos niveles de seleccion artificial y alimentacién, lo que ha derivado en
ciertas peculiaridades en su reproduccidn; asi, en vacas de razas nativas como
Costeio con cuernos de Colombia (Bos taurus) se ha observado cierta
estacionalidad reproductiva, dependiente de la disponibilidad de alimento en su
entorno, con la presentacion de CE acompanados de ovulaciones fértiles
principalmente durante la época de lluvias con bajas concentraciones de P,y Eo y
CE de duracion y fertilidad variables en las temporadas secas (Baez et al., 1997). De
la misma forma, las hembras de otras razas bovinas nativas como la Criolla argentina
(Giovambattista et al., 2001), Blanco orejinegro (Heano et al., 2004) y Afrikaner
(Beffa et al., 2009) muestran mayor actividad reproductiva en ciertas épocas del ano,
acompanada de altos porcentajes de fertilidad a partir de foliculos y CL de menor
tamano que otras razas especializadas en la produccién de carne o leche y poca
presentacion de la permanencia a la mota como signo primario de estro, el cual se

caracteriza por tener una duraciéon muy variable.

2.3.1 Manipulacién del estro y la ovulacién en ganado Criollo
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En el ganado Criollo se han llevado a cabo estudios para establecer
herramientas eficaces en programas reproductivos, tales como evaluacion de
tratamientos hormonales y técnicas de sincronizacion del estro y la ovulacién, en
donde en términos generales, las vacas no responden favorablemente a los
protocolos hormonales de sincronizacion del estro utilizados comunmente en ganado
productor de carne (Ramirez-Godinez et al., 1998).

En un estudio realizado por Zarate-Martinez et al. (2006) con vacas Criollas,
se evaluo la sincronizacidon del estro y la tasa de fertilidad después de la IATF. En
este estudio se utilizaron dispositivos intravaginales de P4, P4 adicional, B-estradiol y
PGF»,, y reportaron que el porcentaje de prefiez en las vacas Criollas fue menor
(18%) que en las vacas especializadas de razas europeas (42.9%; Martinez et al.,
2002). Ademas, se observd que los animales que resultaron gestantes a la IATF del
experimento fueron los que presentaron conducta estral en las ultimas 43 h del
periodo de deteccion de estros. Esto sugiere que la técnica de IATF en el ganado
Criollo debe ser ajustada de acuerdo a sus tiempos de ovulacién especificos, ya que,
segun los resultados obtenidos por Zarate (2008), el tiempo de presentacion del estro
no necesariamente coincide con la etapa de maduracion del FD presente, lo que
puede resultar en la presentacién de estros anovulatorios.

Asimismo, en un estudio realizado por Torres-Simental et al. (1997), se
observd que las vacas Criollas utilizadas presentaron foliculos ovaricos persistentes
cuando el tratamiento con progestagenos (norgestomet) se inicié en cualquiera de

las fases del CE, a diferencia de vacas de la raza Hereford.
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Los protocolos de sincronizacién de la ovulacion e IATF se desarrollaron en
ganado lechero y representan una herramienta validada que ofrece resultados en
fertilidad similares a la inseminacion en el estro natural, con la ventaja que con estos
programas se inseminan a todas las vacas (Meléndez et al., 2006). La aplicaciéon de
dichos programas en ganado productor de carne de razas europeas ha aportado
resultados alentadores, no obstante, con variacién en los resultados (Kasimanickam
et al., 2008; Geary et al., 2001). En contraste, la utilizacién de dichos programas en
ganado Cebu (Bos indicus) no han aportado resultados favorables. Uno de los
factores involucrados es la variacion de la dindmica folicular y algunas diferencias en
los eventos periovulatorios del ganado Bos indicus. Asi, la pobre respuesta del
ganado Criollo a los protocolos convencionales de sincronizacién del estro
posiblemente obedezca a diferencias en la dinamica folicular y en la relacién

temporal entre el inicio del estro, pico preovulatorio de la LH y la ovulacién.
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3. CARACTERISTICAS CONDUCTUALES, FOLICULARES Y
HORMONALES DEL CICLO ESTRAL EN GANADO CRIOLLO DEL

ESTADO DE CHIHUAHUA

3.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue describir las caracteristicas conductuales,
ovaricas y hormonales del CE del ganado Criollo Chihuahuense y comparar los
resultados con informacién publicada para otras razas. Veintidés vacas sometidas a
una sincronizacioén del estro fueron utilizadas para obtener muestras de sangre cada
4 h, con el objeto de determinar su concentracion de la LH y cada 24 h para
determinar su concentracion de P4. Los ovarios fueron examinados por
ultrasonografia cada 8 h para identificar los foliculos dominantes, su ovulacion y
posteriormente en forma diaria para observar su dinamica ovarica hasta llegar al
estro natural subsiguiente. El tiempo del estro a la ovulacién fue mayor en el estro
sincronizado que en el estro natural (P < 0.01) (porque esta comparacion es parte del
objetivo). El tiempo promedio del pico de la LH a la ovulacion fue de 40.5 h. Cuando
se compararon ciclos estrales de dos y tres oleadas, el intervalo interovulatorio fue
similar (P > 0.10), en tanto que la tasa de crecimiento del foliculo preovulatorio fue
menor en los ciclos de dos oleadas, el tiempo del inicio de la onda ovulatoria a la
ovulacion fue mayor en ciclos de dos oleadas y el tiempo del estro a la ovulacion fue
mayor en ciclos de tres oleadas (P < 0.01). En general, el volumen promedio del CL
fue de 1.3 cm® y el promedio de la concentracién maxima de P4 fue de 6.5 ng mL™". El

promedio del pico de la LH fue de 33.5 ng mL™" durante el estro de todas las vacas.
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El diametro de los foliculos ovulatorios varié de 8 a 12 mm tanto en ciclos de dos
como de tres oleadas. Los resultados sugieren que el tiempo del estro y del pico de
la LH a la ovulacion son mayores en vacas Criollas que en vacas de otras razas. La
informacion relativa a la tasa de crecimiento, tamafo y edad del foliculo ovulatorio
puede tener implicaciones en la determinacion del tiempo 6ptimo para la IA y en
forma en que se aplique la tecnologia reproductiva en el ganado Criollo.

Palabras clave: dinamica ovarica; ovulacion; P4; ganado Criollo.

3.2 Abstract

The objective of this study was to describe the behavioural, ovarian and
hormonal characteristics of the estrous cycle of Criollo cattle and to compare these
results with data published for other breeds. Twenty two cycling cows subjected to
estrus synchronization were used to take blood samples every 4 h to determine LH
and every 24 h to determine progesterone concentrations. Ovaries were ultrasounded
every 8 h to determine dominant follicles and ovulation and daily afterwards to
observe ovarian dynamics until subsequent estrus. Time from estrus to ovulation was
higher in synchronized than in spontaneous estrus (P < 0.01). Time from LH surge to
ovulation was 40.5 h. When compared two- and three-wave cycles, interovulatory
intervals were similar (P > 0.10), growth rate of the preovulatory follicle was lower in
two-wave cycles, time from onset of ovulatory wave to ovulation was higher in cycles
with two waves and time from estrus to ovulation was higher in three-wave cycles (P<
0.01). The overall corpus luteum volume averaged 1.3 cm® and the overall

progesterone level peaked at an average of 6.5 ng mL™'. LH peak averaged 33.5 ng
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mL™" during estrus in all cows. Ovulatory follicle diameter ranged from 8 to 12 mm in
either two- or three-wave cycles. Results suggest that overall times from estrus and
LH peak to ovulation are longer in Criollo cows than those in other breeds. This, along
with information about growth rate, size and age of ovulatory follicles may have
implications for reviewing the optimum time for Al and how reproductive technologies
are applied to Criollo cattle.

Keywords: ovarian dynamics; ovulation; progesterone; Criollo cattle.

3.3 Introduccion

Las razas nativas de ganado bovino han sido reconocidas por mucho tiempo
como poseedoras de caracteristicas valiosas, tales como la resistencia a
enfermedades y la adaptacion a condiciones ambientales adversas. Tal es el caso
del ganado Criollo (también conocido como Corriente), originario de Chihuahua,
México, el cual tuvo su origen en las razas traidas por los espafnoles a América
durante la colonizacion, como la Retinta Andaluz, Rubia Gallega, Murcia
Sanabranesa y otras entre las que se incluye una serie de lineas genéticas naturales
Bos taurus. Estas razas evolucionaron durante el tiempo para conformar grupos
raciales definidos (Rios and Rodriguez, 1998). Este ganado se utiliza principalmente
para las actividades deportivas del rodeo, debido a su tamano pequeno, fuerza fisica,
agilidad y longevidad (Russell et al., 2000) y ha sido criado durante siglos por los
nativos en la sierra de Chihuahua en condiciones adversas bajo las cuales puede

vivir y reproducirse mientras otras razas de ganado no.
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En la actualidad, el ganado Criollo se encuentra principalmente en las
regiones montanosas del estado, bajo condiciones de clima sub humedo templado
(temperatura que varia de -15 a 32°C) con una precipitacion media anual de 540 mm,
alimentandose principalmente de plantas forrajeras tales como Quercus depressipes,
Arctospahylos pungens entre otras. Sin embargo, en afos recientes, algunos
criadores se han establecido en regiones desérticas, en las que el ganado Criollo
puede encontrarse bajo condiciones climaticas extremadamente aridas, con una
temperatura media de 17°C, que varia entre -7 y 45°C con una precipitacion media
anual de 225 mm en un periodo medio de 58 d, alimentandose de arbustos forrajeros
nativos como Larrea tridentata, Prosopis spp., Yucca spp. y otros (INEGI, 2008; Rios,
2010).

El mejoramiento de las caracteristicas fisicas y productivas puede ser
obtenido utilizando la selecciéon genética y las tecnologias reproductivas tales como
la IA y TE. El uso exitoso de estas tecnologias depende del entendimiento del CE
normal. Poco ha sido publicado acerca de las caracteristicas del CE en el ganado
Criollo del estado de Chihuahua; no obstante, se ha reportado que este tipo de
ganado no se comporta durante el estro como el de otras razas, ya que presenta un
alto porcentaje de estros silenciosos y que la mayoria de las vacas Criollas que
resultan gestantes a la IA son aquellas que tardaron mas en mostrar signos de estro
después del tratamiento de sincronizacion (Zarate-Martinez et al., 2006). Torres et al.
(1997) observaron que las vacas Criollas aparentemente presentaron un mayor
namero de foliculos persistentes que no ovularon después de la sincronizacion del
estro. En otros estudios se ha realizado la sincronizacién experimental del estro y la

IA programada de vacas Criollas, en un intento de obtener porcentajes de prefez
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similares a aquellos obtenidos en el ganado lechero y productor de carne (Torres et
al., 1997; Zarate-Martinez et al., 2010); sin embargo, la ovulacion y la tasa de prefiez
a partir de tratamientos que sincronizan el estro de las vacas Criollas generalmente
son menores a las obtenidas en otras razas Bos Taurus bajo los mismos protocolos,
aunque las comparaciones directas en un mismo estudio son poco comunes
(Ramirez-Godinez et al., 1998).

En el presente estudio, la hipoétesis planteada es que las caracteristicas
conductuales, foliculares y hormonales del CE del ganado Criollo difieren de los
valores publicados previamente para el ganado Bos Taurus y Bos Indicus. Lo anterior
puede contribuir a la reducida fertilidad observada en el ganado Criollo cuando se
utilizan tecnologias reproductivas aplicadas en la misma forma que en otras razas
Bos Taurus 'y Bos Indicus. El objetivo de este estudio fue describir las caracteristicas
conductuales, ovaricas y hormonales del CE de vacas Criollas y comparar los
resultados con valores publicados previamente para ganado de otras razas europeas

y cebuinas.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Animales y Manejo

El presente estudio se realiz6 con 30 vacas Criollas, nacidas y criadas en la
misma explotaciéon bajo un medio ambiente desértico en Ahumada, Chihuahua,
México (latitud 30° 29’ N, longitud 106° 28’ W), durante el invierno/primavera (marzo).
Se utilizaron vacas de 1 a 3 partos y con al menos 7 meses sin gestacion o
amamantamiento, y ciclicidad ovarica comprobada. El peso de las vacas varié de 357

a 465 kg (media 384 + 23.9 kg), y una condicion corporal entre 4 0 5 (media 4.4 +
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0.5) en donde 0 = emaciada, 9 = obesa, segun la clasificacién de Richards et al.
(1986). Durante el experimento, las vacas permanecieron en un corral con sombra,
en donde fueron alimentadas con heno de alfalfa, minerales y agua fresca a libre
acceso. La ciclicidad ovérica fue determinada antes del inicio del experimento
mediante la deteccidn de un CL por via transrectal utilizando un aparato de
ultrasonografia marca Medison®, modelo Sonovet 600 con un transductor de arreglo
lineal de 7.5 MHz (Medison Inc., Ciprés, CA). Se estudié un CE completo mediante el
registro de las concentraciones hormonales y de los cambios en las estructuras

ovaricas entre dos estros y ovulaciones.

3.4.2 Sincronizacién y deteccion del estro

El estro se sincroniz6 con dos inyecciones IM del analogo sintético de PGFq
dinoprost Trometamina (25 mg, 5 mL de Lutalyse; Pharmacia & Upjohn; Kalamazoo,
MI) aplicadas a intervalo de 11 d. Después de la segunda inyeccion de PGFo4 las
vacas fueron observadas continuamente por uno de cuatro técnicos entrenados para
detectar visualmente el estro y posteriormente cada 4 h durante 5 d para detectar el
estro espontaneo (de presentacién natural) subsiguiente. La hora de inicio de los
estros sincronizado y natural fue determinada cuando una vaca permanecio pasiva y
permitié la primera monta de otras vacas durante al menos 3 s. La hora del fin del
estro fue determinado 2 h después de la ultima observacién en la cual la vaca
permitié la monta, calculando asi la duracion de la presentacion de conducta estral.
En el presente estudio, solo se utilizaron las vacas que mostraron estro sincronizado
y ovulacién después del tratamiento hormonal.

3.4.3 Ultrasonografia
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A partir de la deteccién del estro sincronizado, ambos ovarios de cada vaca
fueron monitoreados mediante ultrasonografia cada 8 h para identificar el FD
preovulatorio y el tiempo de su ovulacion. Un FD fue considerado como tal cuando
midié = 8.5 mm de didmetro y aumento6 después de la etapa de seleccidn, la cual fue
determinada durante la observacién ultrasonografica en la cual los foliculos mas
pequenos (subordinados) disminuyeron su tamafio debido al proceso de atresia
(Sartori y Barros, 2011). La ovulacion fue determinada cuando el FD detectado
previamente desaparecié entre una observacion ultrasonografica y otra. El tiempo de
ocurrencia de la ovulacién fue determinado 4 h después de la ultima observacién en
la cual un FD apareci6 (Lucy et al., 1991), calculando asi el intervalo transcurrido
desde el inicio del estro a la ovulacion. El dia de la ovulacién fue definido como el d 0
del CE, y la duracion del CE fue considerada como el intervalo de tiempo transcurrido
entre dos ovulaciones sucesivas (Peter et al., 2009; Murphy et al., 1990).

Después de la ovulacion, los ovarios fueron monitoreados diariamente para
determinar el desarrollo folicular mediante la caracterizaciéon del nimero y la duracion
de las ondas foliculares en los ciclos estrales (Lucy et al., 1991), los cuales fueron
clasificados como de dos o tres ondas foliculares. Durante cada ultrasonografia, el
namero y didametro de los foliculos = 3 mm fueron registrados como parte de una
cohorte, la cual fue definida como un grupo de foliculos de 3 a 4 mm de diametro que
constituy6 una onda folicular desde su primera deteccién (Peter et al., 2009). El inicio
de una onda folicular se determind cuando los foliculos de una cohorte aumentaron
su diametro de una observacién a otra. El final de una onda folicular fue determinado

cuando el didmetro de un FD empez6 a disminuir debido al proceso de regresion en
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las ondas foliculares anovulatorias o cuando éste ovulé en las ondas foliculares
ovulatorias (Jaiswal et al., 2009).

Durante las observaciones ultrasonograficas diarias se llevd a cabo la
busqueda de CL en ambos ovarios. La presencia de un CL fue determinada cuando
se observd una estructura grisacea, ecogénica y claramente delimitada en un ovario
(Hanzen et al., 2000).

El diametro de los foliculos y de los CL fue medido en el eje transversal de la
estructura semi-circular. El diametro del CL (D) fue utilizado para calcular el volumen
luteo total. El radio (R) fue calculado con la formula R = D/2, y el volumen Iuteo total
(V) fue calculado con la férmula V = 4/3 x 1 x R, siguiendo la metodologia de
Vasconcelos et al. (2001).

Al inicio del estro espontaneo de cada vaca, ambos ovarios fueron
examinados con ultrasonografia una vez mas cada 8 h para determinar el tiempo de
la ovulacién de la misma forma que en el estro sincronizado previo. Durante el
presente estudio, todos los examenes ultrasonograficas fueron realizados por el

mismo operador.

3.4.4 Toma de muestras de sangre y analisis hormonales

Una vez que se detectd el estro sincronizado, se tomaron muestras de sangre
cada 4 h mediante in catéter intravenoso previamente colocado en la vena yugular,
segun la técnica descrita por Zalkovic et al. (2001), hasta que se detecto la ovulacion
mediante ultrasonografia.

Las muestras de sangre fueron transportadas en hielo inmediatamente al

laboratorio y centrifugadas a 3,000 x g durante 30 min a 4°C. El suero resultante fue
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colectado y almacenado en micro tubos con capacidad de 2 mL a -20°C hasta que se
realiz6 el analisis de radioinmunoensayo, utilizando anti-LH bovina durante un
periodo de incubacion de 2 h a 37°C y anti- y-globulin, seguida de un periodo de
incubacion de 30 min a 22°C. Todos los ensayos para la deteccion de la LH se
llevaron a cabo en solucién 0.05 M buferada de fosfato con un pH de 7.4 que
contenia seroalbumina bovina al 0.1% (B.D.H. Chemicals, Toronto, Canada) y 0.1 de
azida sdédica. La LH fue yodada (LER-1374%) utilizando 2 ug de LH, 50 mL de
solucién buferada de fosfato 0.5M, 80 pL de '?°l, 5 L de cloramina T (a 5 mg / mL),
25 uL de metabisulfito de sodio (a 2.4 mg / mL; Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ,
U.S.A)) y 250 uL de yoduro de potasio (a 10 mg mL™'; Anachemia Chemicals,
Toronto, Canada). La LH yodada posteriormente fue separada del yodo libre
mediante cromatografia (Bernard et al.,, 1983). Los valores de concentracién de la
curva estandar establecida fueron de 0.1, 1, 10 y 100 ng mL™. La sensibilidad del
ensayo fue de 0.1 ng mL'", con coeficientes de variacion Inter-ensayo e intra-ensayo
de 9.3 y 10.2 %, respectivamente. Estas muestras fueron utilizadas para determinar
las concentraciones séricas de la LH, asi como el tiempo de ocurrencia y
concentracion de la LH durante su oleada. Los valores de concentracion detectables
bajo, medio y alto durante el radioinmunoensayo fueron 0.4, 11.0 y 52.5 ng mL™", con
coeficientes de variacion de 9.5. 10.1 y 10.9, respectivamente.

Posterior a la ovulacion del estro sincronizado se colectaron muestras de
sangre cada 24 h para determinar las concentraciones séricas de P, hasta la
subsiguiente ovulacién. Las muestras fueron obtenidas mediante puncion de la vena
yugular, transportadas en hielo inmediatamente al laboratorio y centrifugadas a 3,000

x g durante 30 min a 4°C. El suero resultante fue colectado y almacenado a -20° C
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hasta que se realizd el analisis de radioinmunoensayo utilizando un kit comercial
(Siemens Health Care Diagnostics; Los Angeles, CA), el cual utiliza un anticuerpo
contra P4 que recubre los tubos incluidos en el kit y 1125-progesterona como
rastreador (Schneider and Hallford, 1996). La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng
mL™"; los coeficientes de variacion Inter-ensayo e intra-ensayo fueron de 2.6 y 3.7 %,
respectivamente. Los valores de concentracion detectables bajo, medio y alto
durante el radioinmunoensayo fueron de 0.1, 6.2 y 15 ng mL™, con coeficientes de
variacion de 3.5, 2.6 y 2.9, respectivamente.

Un CL fue considerado como funcional cuando las concentraciones de P4
fueron >1 ng mL™, por lo tanto, la duracién de la fase lutea del ciclo fue determinada
como el periodo de tiempo durante el cual las concentraciones de P, fueron = 1 ng
mL" (Calderén et al., 1998). Por el contrario, la duracion de la fase folicular del CE
fue determinada como el periodo de tiempo durante el cual las concentraciones
séricas de P4 fueron < 1 ng mL' (Peter et al., 2009). Aunque se detectaron varias
disminuciones en la concentraciéon sérica de P4 durante la fase lltea, el inicio de la
regresion lutea en cada vaca se determiné cuando las concentraciones séricas de Py
mostraron un decremento significativo y el volumen del CL empez6 a disminuir
progresivamente entre observaciones ultrasonograficas. La duracién del proceso de
regresion lutea fue definida como el periodo entre su inicio y la subsiguiente
deteccién de concentraciones de P4 < 1 ng mL™" de suero (Niswender et al., 2000;

Peter et al., 2009).

3.4.5 Analisis estadistico
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El andlisis de las caracteristicas del CE se llevé a cabo calculando datos y
presentandolos en forma de estadistica descriptiva utilizando el PROC MEANS del
paquete estadistico SAS; los resultados descriptivos se presentan como medias y
desviaciones estandar. El inicio de la oleada preovulatoria de la LH fue considerado
cuando las concentraciones séricas de la hormona alcanzaron su maximo nivel, el
cual fue definido como el valor = 2 desviaciones estandar (DE) por encima de la
concentraciéon media minima. Por el contrario, el fin de la oleada preovulatoria se
definié como el valor = 2 DE por debajo de la concentracion media minima. El mismo
procedimiento se llevé a cabo para identificar un descenso significativo en las
concentraciones séricas de P4 que marcé el inicio de la regresion lutea (Adams et al.,
1994). Se realiz6 una comparacion entre la proporcion de ciclos con dos y tres ondas
foliculares con una prueba de X? utilizando el PROC LOGISTIC del paquete
estadistico SAS. Asimismo, las comparaciones en la dinamica folicular de la onda
ovulatoria en ciclos con dos y tres ondas foliculares, asi como el tiempo promedio del
inicio del estro sincronizado o natural a la ovulacién fueron realizadas bajo un disefio
completamente al azar utilizando el PROC GLM del paquete estadistico SAS. El
intervalo de tiempo transcurrido del inicio del estro a la ovulacién en el estro
sincronizado y natural fue dividido en 5 clases (< 24, 25-35, 36-47, 48-60 y > 60 h).
En cada intervalo de tiempo la proporcion de vacas que ovulé después del estro
sincronizado o natural fue comparada mediante una prueba de X? utilizando el PROC

LOGISTIC del paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC).
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3.5 Resultados

En el presente estudio, de las 30 vacas utilizadas, 22 fueron detectadas en
estro y ovularon después de la segunda inyeccién de PGF2q (73.3 % de respuesta de
estro). Trece vacas ovularon en el ovario derecho y 9 del izquierdo después del estro
sincronizado, mientras que 14 vacas ovularon del ovario derecho y 8 del izquierdo
después del estro natural. El tiempo promedio del inicio del estro sincronizado a la
ovulacion fue mayor que el tiempo del inicio del estro natural a la ovulacion (46.2 +
8.2 y 37.6 £ 6.0 h, respectivamente; P < 0.01). Las vacas que presentaron estro
sincronizado también lo hicieron en el ciclo siguiente. La distribucién y comparacion
del tiempo transcurrido del inicio del estro a la ovulacion en el estro sincronizado y
natural en los diferentes intervalos de tiempo analizados se muestran en la Grafica 1.

Ninguna vaca ovuld < 24 y > 60 h después del inicio del estro sincronizado o
natural. En el intervalo 24 a 35 h se encontr6 una mayor proporcién de vacas que
ovularon después del estro natural (8 de 22 vacas) que en el mismo intervalo
después del estro sincronizado (1 de 22; P < 0.01). Se observaron proporciones
similares de vacas que ovularon en ambos tipos de estro durante el intervalo de 36 a
47 h (12 de 22 en el estro natural y 11 de 22 en el estro sincronizado; P > 0.10), asi
como una menor proporcién de ovulaciones durante el intervalo de 48 a 60 h
después del estro natural (2 vacas) en comparacién con el estro sincronizado (10
vacas; P < 0.01). Las concentraciones séricas totales de la LH se encontraron entre
0.4 y 47.8 ng mL", mientras que las concentraciones medias variaron entre 1.3 y
28.6 ng mL™" durante el tiempo de muestreo en el estro sincronizado (Grafica 2).

Los niveles de la oleada preovulatoria de la LH fueron detectados durante el
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Grafica 1. Distribucion de intervalos de tiempo (h) del inicio del estro a la ovulacion
en estro sincronizado o natural de vacas Criollas. Literales diferentes en cada
intervalo indican diferencia estadistica (P < 0.01).

El estro sincronizado se obtuvo con dos inyecciones de PGF», a intervalo de
11 d.
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Grafica 2. Concentraciones séricas de la LH del estro sincronizado con PGFy, en
vacas Criollas (medias * E.E.).
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estro sincronizado y se encontraron entre los 19.6 y 47.8 ng mL™", con un
promedio de 33.5 + 7.6 ng mL". Los resultados de la oleada preovulatoria de la LH
después del estro sincronizado con PGF,, se muestran en el Cuadro 1.

De las 22 vacas detectadas en estro después del tratamiento hormonal, 5
tuvieron tres ondas foliculares en su CE (22.7 %), 17 tuvieron dos ondas (77.3 %) y
ninguna tuvo ciclos con cuatro ondas foliculares. Los ciclos que tuvieron dos ondas
foliculares tuvieron una duracién media de 21.1£1.4 d (rango 19 a 23 d), similar a la
de los ciclos de tres ondas, (media 21.4 £ 0.5; rango 21 a 22 d; P > 0.10). Los
resultados de la dinamica folicular durante la oleada ovulatoria en los ciclos de dos y
tres oleadas con la presencia de estro natural se muestran en el Cuadro 2.

La onda folicular ovulatoria inici6 mas temprano en los ciclos de dos ondas
foliculares que en los ciclos de tres ondas (dias 11.2 y 14.8 del CE, respectivamente;
P < 0.01), no obstante, el nimero de foliculos al inicio de la oleada, el diametro del
foliculo preovulatorio en la etapa de seleccién y el diametro maximo alcanzado por el
foliculo preovulatorio fueron similares (P > 0.05) para ambos patrones foliculares. Los
foliculos ovulatorios tuvieron menor (P < 0.01) tasa de crecimiento en los ciclos de
dos oleadas que en los ciclos de tres oleadas. La duracién de la oleada ovulatoria (el
tiempo transcurrido desde el inicio de la oleada hasta la ovulacion) fue mayor (P <
0.01) en los ciclos de dos oleadas, mientras que el tiempo transcurrido desde el inicio
del estro a la ovulacion fue mayor (P < 0.05) en los ciclos de tres oleadas.

El comportamiento del diametro de los foliculos dominantes, concentraciones

séricas de P, y el inicio de la regresion lutea en ciclos de dos y tres ondas foliculares
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Cuadro 1. Comportamiento de la oleada preovulatoria de la LH después del estro

sincronizado con PGF54 en vacas Criollas.

Media E.E. Rango
3.6 0.4 2a6
187 06 16a24
405 15 24a52

Tiempo del inicio del estro al pico de la LH (h)
Tiempo del inicio del estro al fin de la onda preovulatoria de LH (h)

Tiempo del pico de la LH a la ovulacién (h)
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Cuadro 2. Comparacion de la dindmica folicular de la onda ovulatoria en ciclos de

dos y tres ondas foliculares en vacas Criollas.

Numero de ondas foliculares en el ciclo

Dia del ciclo en el que inici6 la onda
Foliculos al inicio de la onda (n)
Diametro del foliculo preovulatorio en seleccién (mm)

Diametro maximo del foliculo preovulatorio (mm)

Tasa de crecimiento del foliculo preovulatorio (mm d™')

Tiempo del inicio de la onda a la ovulacion (d)

Tiempo del inicio del estro a la ovulacion (h)

2 3
MediatEE Rango MediatEE Rango P
11.240.3 10-12 14.810.4 14-16 <0.001
7.50.6 6-11 6.8+0.5 6-12 0.243
5.2+0.3 4-6 4.6+0.1 4-6 0.086
10.0+0.3 8-12 10.1+0.4 9-11 0.906
0.6£t0.2 0.4-1.0 0.9#0.1 0.6-1.3 <0.001
10.8+0.4 9-12 7.610.2 7-8 <0.001
36.2+2.9 28-48 424+20 36-48 0.040
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se muestran en la Grafica 3. Asimismo, los resultados descriptivos del CE, desarrollo

folicular, concentracion de P4 y desarrollo del CL se presentan en el Cuadro 3.
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Grafica 3. Diametro del foliculo dominante (media £ D.E.) y concentraciones séricas
de progesterona (ng mL") entre dos ovulaciones consecutivas en ciclos
estrales de dos (--o--, —; respectivamente) y tres ondas foliculares (--@--, ==;
respectivamente). El foliculo dominante presente al inicio de la regresién lutea

(-----) se convierte en ovulatorio en ambos tipos de ciclos.
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Cuadro 3. Caracteristicas generales del ciclo estral en vacas Criollas.

Media EE Rango

Ciclo estral

Numero de ondas foliculares en el ciclo (n) 2.2 0.4 2a3
Duracién del ciclo (d) 21.1 1.2 19 a23
Duracién de la fase folicular (d) 7.4 0.8 6a9
Porcentaje del ciclo representado por la fase folicular 34.9 3.5 30a429
Duracién de la fase lutea (d) 13.7 1.2 12a16
Porcentaje del ciclo representado por la fase lutea 65.1 3.5 57.1a70
Duracion del estro espontaneo (h) 15.3 5.6 6 a26
Tiempo del estro espontaneo a la ovulacion (h) 46.2 8.2 28 a 60

Desarrollo del foliculo ovulatorio

Diametro del foliculo preovulatorio en la seleccion (mm) 4.7 0.7 4a6
Diametro maximo alcanzado (mm) 10.0 1.0 8ail2
Tasa de crecimiento (mm d™) 0.6 0.2 04a1.3
Edad del foliculo ovulatorio a la ovulacion (d) 10.1 1.6 8ail2
Numero de foliculos en la onda ovulatoria 8.5 1.7 6ail2

Secrecidn de progesterona

Concentracién méaxima durante la fase lGtea (ng mL™) 6.5 0.6 56a7.8
Dia del ciclo en que se alcanz6 la maxima concentracion 15.4 1.5 12a17
Dia del ciclo del inicio de la regresion lutea 17.0 1.2 13a19

Desarrollo del cuerpo luteo

Diametro maximo del CL (mm) 13.7 1.8 11218
Volumen méximo del CL (cm?®) 1.3 0.57 0.6a35
Dia del ciclo con el volumen maximo del CL 15.9 1.5 10a17
Duracion del proceso de regresion lutea (d) 3.5 1.5 1a7
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3.6 Discusion

Las vacas criollas utilizadas en este estudio tuvieron ciclos con dos y tres
ondas foliculares. Esto es similar a lo que ha sido reportado en razas europeas 0 en
ganado Cebu, en donde predominan los ciclos de dos y tres ondas, mientras que los
ciclos de una o cuatro ondas se observan raramente (Figuereido et al., 1997; Ginther
et al., 1989; Townson et al., 2002). La mayor proporcién de vacas que exhibieron
ciclos con dos ondas foliculares coincide con reportes previos (Figuereido et al.,
1997; Townson et al,, 2002), pero difiere de otros (Savio et al., 1988). Estos
resultados divergentes indican que las diferentes poblaciones de vacas difieren en
cuanto a las proporciones de un patron de desarrollo folicular dado (Ginther et al.,
1989), pero los factores genéticos y ambientales que afectan el numero de ondas
foliculares no se ha podido explicar completamente. La duracion similar de los ciclos
de dos y tres ondas en las vacas de este estudio es contrario a lo reportado por
Ginther et al. (1989) y Adams et al. (2008), quienes sefnalan que los ciclos de dos
ondas son mas cortos que los de tres ondas (19-20 y 22-23 d, respectivamente),
debido a la regresién mas temprana del CL en los ciclos de dos ondas. Los datos
obtenidos en el presente estudio muestran resultados diferentes que pueden sugerir
que los ciclos estrales mas cortos no necesariamente se relacionan con dos ondas
foliculares, sino con una fase lutea mas corta, cuyo fin (inicio de la regresién latea)
estimula a un FD a convertirse en ovulatorio en ciclos de dos o tres oleadas.

La duracién general del CE encontrada en este estudio es similar a la del
ganado productor de carne o leche, sin embargo, la fase folicular aparentemente es

mas larga y la fase lutea mas corta (20% y 80% del ciclo, respectivamente; Meter et
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al., 2009), aunque la frecuencia de las observaciones pueden haber tenido algun
efecto sobre estos resultados. Esta bien establecido que la fase folicular del ciclo se
caracteriza por un cambio de la dominancia hormonal de P4 a estradiol, como
resultado de la previa regresion del tejido luteo; por lo tanto, los resultados obtenidos
pueden indicar que las vacas Criollas requieren de mas tiempo para lograr dicho
cambio en las concentraciones hormonales, dado que la tasa de crecimiento de los
foliculos dominantes de las vacas de este estudio son menores que las reportadas
en ganado Cebu (0.92 mm d'; Figuereido, et al., 1997) y otras razas europeas que
pueden ser de hasta 2.2 mm d' en vacas (Murphy et al., 1990) y hasta 5.5 mm d” en
vaquillas (Savio et al., 1988).

En vacas Criollas, la menor tasa de crecimiento y el mayor tiempo que
requiere un FD para alcanzar su capacidad ovulatoria después de la lutedlisis, en
comparacion con vacas de otras razas, pueden tener implicaciones en el tiempo de
la IA después de los tratamientos de sincronizacion. Lo anterior podria indicar que
para optimizar la fertilidad obtenida en las vacas Criollas, los tiempos de
inseminacion pueden diferir a los utilizados en otras razas. Posiblemente la
determinacion del tiempo 6ptimo de inseminacién en las vacas Criollas requiere el
estudio de los efectos de los tratamientos aplicados en ellas en términos objetivos
que incluyan condiciones ambientales, condicién corporal, métodos de sincronizacion
e inseminacion, etc., en lugar de extrapolarlos directamente de otras razas; no
obstante, en este punto es factible hacer sugerencias acerca del tiempo de
inseminacion, el cual puede ser de aproximadamente 28 h después del inicio del

estro.
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El promedio del diametro de los foliculos ovulatorios es considerablemente
menor que lo que se ha reportado para los ciclos de dos y tres oleadas de otras
razas Bos taurus (17.2 y 16.0 mm, respectivamente; Townson et al., 2002), lo cual
indica que las vacas Criollas de este estudio alcanzaron el estado de dominancia con
un didmetro menor a lo que ha sido reportado en animales Bos taurus (Holstein;
Bleach et al., 2004) y Bos indicus (Nellore; Sartori et al., 2001; Sartori y Barros,
2011).

A menudo se asume que un CL grande producird grandes cantidades y
generara concentraciones séricas de P4 mas elevadas (Mann, 2009). En bovinos, la
concentracién sérica de P, aumenta de < 1 ng mL™ en el d 3 después de la ovulacién
a aproximadamente 3 mg mL™" alrededor del d 6, con un pico entre los d 10 y 14
después de la ovulacién, que llega a alcanzar > 4 ng mL" (Adams et al., 2008). Las
vacas del presente estudio mostraron concentraciones similares de P4, sin embargo,
el diametro y el volumen del CL fueron menores a aquellos reportados en otras razas
(7.5 cm®; Grygar et al., 1997; Kastelic et al., 1990). Si bien las diferencias en la
composicién de la dieta, los procesos metabdlicos y los analisis de laboratorio
utilizados deben ser considerados como factores que contribuyen a las
concentraciones séricas de P4, los resultados obtenidos en este estudio pueden
indicar que, en vacas Criollas, las concentraciones medias de P4 durante el CE
aparentemente son similares a las de otras razas, con la presencia de un CL de
menor tamano.

Uno de los objetivos del presente estudio fue determinar el tiempo transcurrido
desde el inicio del estro y el pico de la LH a la ovulacién. En este estudio la oleada y

el pico de la LH fueron detectados durante la presentacion de la conducta estral
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sincronizada, lo cual coincide con otros autores (Adams et al., 1994). No obstante,
los tiempos transcurridos del inicio del estro y del pico de la LH a la ovulacién
observados en este estudio difieren a lo reportado por otros autores, quienes llevaron
a cabo sus estudios tanto en bovinos productores de carne y leche y encontraron que
el tiempo del inicio del estro a la ovulacion fue en promedio de 32.9 h (Wiltbank et al.,
1967) o de 20 a 30 h en vacas de razas “del oeste” (Roelofs et al., 2010; Peter et al.,
2009), asi como en otras especies del género Bos (Bos frontalis) con 24.4 h en
hembras multiparas (Mondal et al., 2006). En estudios anteriores se han reportado
tiempos similares de ovulacion entre un estro inducido con PGFzq y un estro natural
(Céardenas et al.,, 1991; Pinheiro et al., 1998). Las diferencias encontradas en este
estudio en términos del tiempo del inicio del estro sincronizado o natural a la
ovulacion pueden atribuirse a razones de tipo fisiolégico, como una regresion
incompleta del CL después de la administracion de PGFoq 0 la posible interferencia
del protocolo hormonal con la dinamica folicular (Drillich et al., 2000). Adicionalmente,
es importante hacer notar que un aumento en el intervalo de tiempo entre las
aplicaciones de PGFy, (i. €. 14 d) puede conducir a un aumento en la respuesta de
lutedlisis (Folman et al., 1990), sin embargo, es posible que esta variaciéon haya sido
detectada debido al periodo de tiempo transcurrido entre las detecciones
ultrasonograficas. Para estudios posteriores se sugiere que dichas observaciones se
realicen a intervalos mas cortos, considerando el posible efecto del estrés por el
manejo de los animales sobre la ovulacion. Es importante hacer notar que otros
estudios mencionan el uso de la regla a.m. — p.m. como una herramienta eficiente
para la IA y, mediante el uso de sistemas electrénicos de deteccion del estro como

poddmetros, los porcentajes mas altos de prefiez se obtienen cuando se insemina de
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5 a 17 h después del incremento de la actividad (Roelofs et al., 2010; Maatje et al.,
1997). Durante afnos, la regla a.m. — p.m. ha sido considerada como una guia para
que el productor insemine las vacas detectadas en estro. Esta técnica puede no ser
de tanta utilidad en el ganado Criollo como en las otras razas, dado que el tiempo de
ovulacion y la tasa de crecimiento folicular pueden ser diferentes, por lo cual los
espermatozoides inseminados de esta forma pueden no ser viables para la
fertilizacién, dado que el periodo de vida de los espermatozoides en el aparato
reproductor de la vaca es, de 24 a 48 h si el semen es fresco y de 12 a 24 h si es
descongelado, mientras que el periodo de vida del ovocito bovino es de
aproximadamente 6 a 12 h (Roelofs et al., 2003).

Los resultados obtenidos en este experimento, en relacién con la tasa de
crecimiento y el diametro alcanzado por el foliculo preovulatorio no coinciden con
otros autores, quienes reportan que los foliculos ovulatorios en ciclos de tres oleadas
son mas pequenos Yy tienen tasa de crecimiento similar en comparacion con los de
ciclos de dos oleadas (Townson et al., 2002). A este respecto es muy importante
considerar que las técnicas de manejo tales como la intensidad de ordefo,
alimentacion y empadre, asi como las condiciones ambientales son factores de
influencia sobre el desarrollo del foliculo ovulatorio.

Ademas del tiempo transcurrido del estro a la ovulacién, los datos obtenidos
en este estudio relacionados con el intervalo mas corto en los ciclos de dos oleadas
pueden tener implicaciones en la tasa de prefez, ya que se considera que el foliculo
preovulatorio presente en los ciclos de dos oleadas crece durante un periodo de
tiempo relativamente mas largo y puede contener un ovocito de mayor edad (Adams

et al, 2008), no obstante, algunos resultados obtenidos previamente son
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contradictorios, ya que se ha reportado un menor porcentaje de prefiez en ciclos de
dos oleadas (Townson et al., 2002), mientras que los resultado de otros autores no
han sido estadisticamente diferentes (Ahmad et al.,, 1997; Bleach et al., 2004). Una
posible explicacion a nuestros resultados es que los foliculos ovulatorios de los ciclos
de dos oleadas son mas viejos que los producidos en ciclos de tres oleadas
(Townson et al., 2002). Los foliculos ovulatorios jovenes sintetizan E» a un ritmo mas
lento, lo que ocasiona un retraso en la obtencién de cantidades suficientes de
estradiol circulante para inducir la oleada preovulatoria de GnRH/LH (Wiltbank et al.,
2011). De la misma forma, la menor sintesis de estradiol puede estar relacionada con
cantidades insuficientes de receptores para la LH en las células de la granulosa

(Gimenes et al., 2008)

3.7 Conclusiones

En general, los resultados del presente estudio sugieren que existen
diferencias en la funcionalidad ovarica y en los patrones de secrecién de la LH entre
las razas bovinas (Bos taurus o Bos indicus), y el ganado Criollo. Los resultados del
tiempo de ovulacion después del estro natural o sincronizado, tasa de crecimiento,
tamano y edad del foliculo preovulatorio pueden contribuir con posibles implicaciones
practicas en futuras investigaciones acerca del uso de la inseminacién artificial en

relacion al estro detectado y otras biotecnologias aplicables al ganado Criollo.
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4. ACTIVIDAD OVARICA Y SECRECION DE PROGESTERONA EN
CICLOS ESTRALES DE DOS Y TRES ONDAS FOLICULARES DE

GANADO CRIOLLO DEL ESTADO DE CHIHUAHUA

4.1 Resumen

En el ganado lechero y productor de carne, el numero de ondas foliculares
afecta los eventos endocrinos y ovaricos durante el CE normal. Sin embargo, en el
ganado Criollo nativo de México de Chihuahua, una raza poco domesticada, la
asociacion entre los patrones de oleada y el desarrollo folicular no ha sido estudiada.
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del nimero de ondas foliculares en
un CE sobre el desarrollo de foliculos anovulatorios y ovulatorios, asi como en el
desarrollo y funcién del CL de vacas Criollas. La actividad ovarica y folicular de 22
vacas Criollas multiparas fue registrada diariamente mediante ultrasonografia
transrectal durante un CE completo. Adicionalmente se obtuvieron muestras de
sangre en forma diaria para determinar las concentraciones séricas de Pa.
Unicamente se observaron ciclos de dos (n = 17, 73.3%) y tres (n = 5, 22.7%) ondas
foliculares. La duracion del estro, del CE y de la fase folicular y lutea fueron similares
en los ciclos de dos y tres oleadas (P > 0.05). Las vacas con ciclos de dos ondas
ovularon mas temprano (P < 0.05) después de la deteccién del estro que las vacas
con tres oleadas. El dia de la deteccién del primer foliculo anovulatorio y su diametro
maximo no fueron afectados por el nimero de ondas foliculares en el ciclo (P > 0.05),

pero su tasa de crecimiento fue mayor (P < 0.05) y el inicio de su regresidén fue mas
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temprano (P < 0.01) en los ciclos de tres ondas. En los ciclos de dos ondas se
detectaron mas temprano los foliculos ovulatorios (P < 0.01) y estos tuvieron menor
ritmo de crecimiento que los de ciclos de tres ondas (P < 0.01). El desarrollo
(diametro maximo y volumen) y funcionalidad (concentraciones minimas y maximas
de Py4) del CL fueron similares (P > 0.05) en los ciclos de dos y tres ondas. En
conclusion, las vacas Criollas presentan dos o tres oleadas foliculares por CE, lo cual
altera parcialmente el desarrollo del foliculo ovulatorio y el tiempo de ovulacion
después de la deteccion del estro. La duracion del CE y el desarrollo y funcionalidad
del CL no se afectaron por el nimero de ondas foliculares.

Palabras clave: ganado Criollo, foliculos, ondas foliculares, dinamica ovarica,

ovulacion, progesterona.

4.2 Abstract

In beef and dairy cattle, the number of follicular waves affects endocrine and
ovarian events during a normal estrous cycle. However, in Mexican-native Criollo
cattle, a shortly and recently domesticated breed, the association between wave
patterns and follicular development has not been studied. The objective of this study
was to evaluate the effect of number of follicular waves in an estrous cycle on
development of anovulatory and ovulatory follicles, as well as corpus luteum (CL)
development and functionality in Criollo cows. Ovarian follicular activity of 22 cycling
multiparous Criollo cows was recorded daily by transrectal ultrasound examinations
during a complete estrous cycle. Additionally, blood samples were collected daily to

determine serum progesterone concentrations. Only two- (n = 17, 73.3%) and three-
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wave follicular (n = 5, 22.7%) patterns were observed. Estrus duration, length of
estrous cycle and length of follicular and luteal phases were similar (P > 0.05)
between cycles of two- and three-waves. Two-wave cows ovulated earlier (P < 0.05)
after estrus detection than three-wave cows. Detection day and maximum diameter of
the first anovulatory follicle were not affected (P > 0.05) by number of waves, but its
growth rate was greater (P < 0.05) and its onset of regression was earlier (P < 0.01)
in cycles with three waves than in those with two waves. In two-wave cycles,
ovulatory follicles were detected earlier (P < 0.01) and had lower (P < 0.01) growth
rate than in three-wave cycles. Development (i.e. maximum diameter and volume)
and functionality (minimum and maximum progesterone concentration) of CL were
similar (P > 0.05) between two- and three-wave patterns. In conclusion, Criollo cows
have two- or three- follicular waves per estrous cycle, which alters partially ovulatory
follicle development and ovulation time after estrus detection. Length of estrous cycle,
as well as CL development and functionality were not affected by number of follicular
waves.

Keywords: Criollo cattle, follicles, follicular waves, ovarian dynamics, ovulation,

progesterone.

4.3 Introduccion

En los animales domésticos el crecimiento folicular durante el CE es necesario
para la adecuada presentacion del estro y la ovulacién. El crecimiento folicular ocurre
en ondas, por lo que al tiempo de la ovulacion se inicia una nueva oleada a partir de

un grupo de foliculos pequefios (Jaiswal et al.,, 2009). La mayoria de los bovinos
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(aproximadamente 95%) presenta dos o tres ondas foliculares durante un CE
(Adams et al., 2008). El numero de ondas durante el CE en el ganado lechero y
productor de carne se relaciona con variaciones en la duracion del desarrollo del
foliculo ovulatorio, duracion del CE y su fertilidad. A este respecto se ha sugerido que
los foliculos preovulatorios de los ciclos de dos ondas pueden resultar persistentes,
lo que conduce a una reduccién en la fertilidad (Townson et al, 2002). Se ha
establecido a la duracion del CE como una de las caracteristicas particulares de los
ciclos de dos y tres ondas, ya que se sabe que los ciclos més largos son los que
incluyen tres ondas y vice versa. Asimismo, se ha encontrado que existe relacidn
entre una alta proporcién de ciclos de tres ondas y animales bajo condiciones de
estrés térmico (Wolfenson et al.,, 1995) o alimentacion inadecuada (Gutiérrez et al.,
1997). No obstante lo anterior, la caracterizacién de las ondas foliculares se ha
realizado principalmente en ganado lechero o productor de carne, mientras que poca
atencion ha recibido el ganado de razas nativas como el Criollo, que se localiza en
regiones montarniosas y llanuras del estado de Chihuahua, México.

El ganado Criollo (también conocido como Corriente) ha sido utilizado por
mucho tiempo en las actividades deportivas del rodeo principalmente en Estados
Unidos y se reconoce por su alta rusticidad, capacidad de adaptacion a condiciones
ambientales extremas y resistencia a parasitos y enfermedades (Zarate-Martinez et
al., 2010). Esta raza de ganado es capaz de sobrevivir, crecer y reproducirse bajo
condiciones de poca alimentacion, ya que la disponibilidad de forrajes es baja en las
regiones montanosas del norte de México, principalmente durante las temporadas
secas. Ademas se ha reportado que las hembras Criollas que resultan gestantes son

aquellas que muestran estro al final del periodo de deteccién (Zarate-Martinez et al.,
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2006). Torres et al. (1997) observo que las vacas Criollas presentan un gran nimero
de foliculos persistentes que no llegan a ovular, reduciendo asi su porcentaje de
fertilidad. Estos resultados indican que los foliculos preovulatorios en el ganado
Criollo pueden ser en realidad persistentes 0 que ellos experimentan un periodo de
crecimiento mas largo con un ritmo de crecimiento menor que puede diferir entre
ciclos estrales de dos o tres oleadas foliculares. Las caracteristicas fisioldgicas en los
diferentes patrones de desarrollo folicular pueden tener implicaciones importantes en
los programas de manejo reproductivo y para el desarrollo de protocolos de
sincronizacién del estro y la ovulacién en el ganado Criollo. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto del numero de ondas foliculares en el CE sobre el
desarrollo de los foliculos anovulatorios y ovulatorios, asi como sobre el desarrollo y

funcionalidad del CL en vacas Criollas.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Animales y manejo

Todos los procedimientos relacionados con animales fueron llevados a cabo
siguiendo los lineamientos de la Ley federal de sanidad animal (articulos 19 a 22) y
de la Norma Oficial Mexicana NOM-051-ZO0O-1995: Trato humanitario en la
movilizacion de animales.

El presente estudio se realizé durante la primavera en el rancho “El Cuerno”,
localizado en el municipio de Ahumada, Chihuahua (latitud 30° 29’ N, longitud 106°
28’ W). Se utilizaron 30 vacas Criollas multiparas (uno a tres partos) con un periodo =

7 meses sin gestacion, en estado ciclico, peso corporal de 357 a 465 kg y condicion
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corporal de 4 0 5 (en escala 0 = emaciada, 9 = obesa). La ciclicidad ovarica de todas
las vacas se determind por la presencia de signos conductuales de estro durante un
mes antes del inicio del experimento; asimismo, se les detectaron CL 12 d antes 0 en
el dia del inicio del experimento con la ayuda de un equipo de ultrasonografia
(Sonovet 600; Medison, Inc., Cipres, CA). Durante todo el experimento las vacas
fueron alojadas en un corral equipado con comederos, bebederos con agua fresca y
sombras. Todos los animales fueron alimentados con heno de alfalfa y minerales ad
libitumn.

Al inicio del experimento, todas las vacas fueron tratadas con un protocolo de
sincronizacién basado en un anélogo de PGFy, para lograr el agrupamiento del estro.
Las vacas que no mostraron signos de estro fueron excluidas del estudio (n = 8). El
tratamiento hormonal consistié en la aplicacién de dos inyecciones im de 25 mg de
PGF.y (dinoprost; 5 mL Lutalyse; Pfizer Animal Health) a un intervalo de 11 d entre
cada una. Después de la segunda inyeccién, las vacas fueron observadas
continuamente durante 5 d para detectar visualmente el estro. Una vaca fue
considerada en estro cuando permitié ser montada por otra durante = 3 s. El CE
producido a partir del protocolo hormonal fue monitoreado diariamente mediante
ultrasonografias para clasificar cada vaca segun el numero de ondas foliculares en
su CE. Las caracteristicas del CE, el desarrollo de los foliculos anovulatorios,
ovulatorios y CL, asi como las concentraciones séricas de P4 fueron comparados

entre vacas con diferente nimero de ondas foliculares.

4.4.2 Caracterizacion del ciclo estral
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El dia de la ovulacién posterior a la segunda inyeccion de PGF», fue
considerado como el d 0 del CE, asi, la duracion del CE se definié como el intervalo
transcurrido entre el d 0 y la siguiente ovulacién (intervalo interovulatorio; Peter et al.,
2009). Adicionalmente, se registrd la duracion de la fase lutea y de la fase folicular.
La duracion de la fase folicular fue definida como el periodo de tiempo en el cual la
dominancia de P4 (< 1 ng mL™") cesé debido a la regresién estructural y funcional del
CL maduro y al desarrollo de un foliculo preovulatorio (Peter et al., 2009). La
duracién de la fase lutea fue definida como el periodo de tiempo en el cual las
concentraciones séricas de P4 se mantuvieron = 1 ng mL" (Johnson et al., 2002).
Asimismo, las horas de inicio y fin del estro fueron registradas para determinar su
duracion. A partir de la deteccion del estro, los ovarios fueron examinados mediante
ultrasonografia una vez mas cada 8 h para registrar el tiempo de ovulacion. Se
consider6 que un FD ovul6 cuando este desaparecid entre una observacion
ultrasonografica y otra, calculando asi el tiempo transcurrido desde el inicio del estro

a la ovulacién.

4.4.3 Identificacion de las ondas foliculares

A partir del estro inducido con PGFyq y hasta la presentacién de la ovulacion
se realizaron observaciones ultrasonograficas de ambos ovarios (aparato Sonovet
600 con un transductor de arreglo lineal de 7.5 MHz) por via transrectal cada 8 h
para detectar la ovulacion como el inicio de un nuevo CE a evaluarse. Después de
esta ovulacion y hasta el subsiguiente estro se realizaron observaciones
ultrasonograficas cada 24 h. Durante cada una se identificaron los foliculos

individuales con didmetro = 1 mm y se registraron como parte de una cohorte
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folicular. Una cohorte folicular fue considerada como un grupo de foliculos antrales
que formaron una onda folicular a partir de su deteccién con 1 a 4 mm de diametro
(Peter et al., 2009). El inicio de una onda folicular se determind cuando una cohorte
folicular aumenté de tamario entre observaciones ultrasonograficas, se modificaron a
la etapa de subordinacién y subsiguientemente a un FD. El fin de una onda folicular
se determind cuando el didametro de un FD empezé a disminuir debido al proceso de
regresion en las ondas anovulatorias o al de ovulacion en las ondas ovulatorias
(Jaiswal et al., 2009). Los ciclos estrales fueron clasificados como de uno, dos, tres o

cuatro oleadas foliculares.

4.4.4 Desarrollo de foliculos anovulatorios y ovulatorios

Con la informacion obtenida en relacion a las ondas foliculares, los foliculos
dominantes fueron clasificados como anovulatorios y ovulatorios. En las vacas que
tuvieron dos oleadas se registr6 el desarrollo de los foliculos dominantes
anovulatorios de la primera oleada y el del FD ovulatorio de la segunda, mientras que
en las vacas que tuvieron tres oleadas se registrd el desarrollo de los foliculos
dominantes anovulatorios de la primera y segunda oleada y el del FD ovulatorio de la
tercera oleada. Un FD fue considerado como tal cuando fue el de mayor tamano de
una cohorte después del periodo de seleccion, midiendo > 8 mm de diametro en
ausencia de otro foliculo del mismo o mayor tamano, ademas de la aparente
ausencia de crecimiento de foliculos pequenos (Gutiérrez et al., 1997; Peter et al.,
2009). Los foliculos dominantes anovulatorios fueron clasificados en fase de
crecimiento, estaticos o en regresion. La fase de crecimiento durd desde el primer

dia de una onda folicular hasta el dia que el diametro del foliculo aparentemente dejo
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de aumentar; la fase estatica dur6 mientras no se observé cambio alguno en el
diametro del foliculo y la fase de regresién incluyé el tiempo en que el diametro
folicular disminuyd (Noseir, 2003).

Después de la deteccidn de los foliculos anovulatorios se registrd su diametro
maximo, tasa de crecimiento y el inicio de su regresion. Adicionalmente se registro el
intervalo de tiempo entre el inicio de la onda ovulatoria y la ovulacién. La tasa de
crecimiento de los foliculos dominantes se defini6 como el incremento en el diametro
folicular en relacion con el diametro detectado en la observacion ultrasonografica
anterior (mm d). El inicio de la regresion folicular fue considerado como tal en el dia

en el que el FD anovulatorio fue clasificado en etapa de regresion.

4.4.5 Desarrollo del cuerpo luteo

Durante las observaciones ultrasonograficas diarias se llevd a cabo una
busqueda y monitoreo de los CL de cada vaca. Un CL fue considerado como tal
cuando, a la ultrasonografia, se le observé una estructura ecogénica, grisacea y
claramente demarcada en el estroma ovarico, después de 3 a 5 d en el mismo lugar
de la ovulacion previa, (Hanzen et al., 2000). El diametro (D) de cada CL fue medido
en el eje transversal de la estructura circular y fue utilizado para calcular el volumen
luteo total (V). El radio (R) fue calculado con la formula R = D/2 y el V utilizando la
formula V = 4/3 x T x R® (Grygar et al., 1997). Aunque cada CL fue detectado como
una estructura con una notable disminucion en su ecogenicidad en los ultimos dias
del CE, las imagenes ultrasonograficas no fueron lo suficientemente claras y
confiables para determinar el inicio de la regresion latea y no fueron utilizadas para

ello.
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4.4.6 Funcionalidad del cuerpo Iuteo y determinacion de las
concentraciones de progesterona

La funcionalidad del CL fue determinada midiendo las concentraciones séricas
de P4. Después de la ovulacion inducida por PGF2, (d = 0) se obtuvieron muestras de
sangre diariamente a las 07:00 hasta el dia en que se observd la siguiente ovulacion.
En todas las vacas, la recoleccién de las muestras de sangre se realiz6 mediante
puncion de la vena yugular. La sangre fue depositada en tubos vacutainer (Fischer
Scientific, Pittsburg, PA) de 10 mL, transportada en hielo inmediatamente al
laboratorio y centrifugada a 3,000 x g durante 30 min a 4°C. El suero fue separado,
almacenado en tubos de 2 mL para microcentrifuga y almacenado a -20° C hasta el
realizar el analisis por la técnica de radioinmunoensayo para determinar la
concentracién de P4 (Schneider and Hallford, 1996). La sensibilidad del ensayo fue
de 0.1 ng mL™, los coeficientes de variacién Inter- e intra-ensayo fueron de 2.6 y 3.7
%, respectivamente. Se registraron los resultados de las concentraciones de P4
minima y maxima durante la fase lutea del CE, asi como el dia del ciclo en el que se
presenté la maxima concentracién de P4. El inicio de la regresion lutea se determiné
cuando las concentraciones séricas de P4, empezaron a decrecer después de haber
detectado su maximo nivel, en ausencia de otros incrementos (Nisweinder et al.,

2000).

4.4.7 Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados mediante un andlisis de varianza bajo
un diseno completamente al azar utilizando el PROC GLM del paquete estadistico

SAS. El numero de oleadas foliculares (dos o tres) fue utilizado como tratamiento y
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cada vaca como unidad experimental. Cuando se detectaron diferencias
significativas en el analisis de varianza se realizaron comparaciones de medias con

la prueba de t de Student a nivel de significancia de 5% (SAS Institute Inc. Cary, NC).

4.5 Resultados

Un total de 22 vacas (73.3 %) respondieron al protocolo de sincronizacion
exhibiendo signos de estro. De esas 22 vacas, 17 tuvieron un CE con dos ondas
foliculares (77.3 %) y cinco con tres ondas (22.7 %). En el presente estudio no hubo

vacas que tuvieran una o cuatro ondas foliculares en su CE.

4.5.1 Caracterizacion del ciclo estral

Los resultados de la caracterizacion del CE por efecto del numero de ondas
foliculares se muestran en el Cuadro 4.

Los tiempos de duracién del CE, de la fase lutea y de la fase folicular fueron
similares en los ciclos de dos y tres oleadas (P > 0.05). Asimismo, la duracion del
estro fue similar (P > 0.05) entre los dos tipos de ciclos. El intervalo de tiempo
transcurrido del inicio del estro a la ovulacion fue en promedio 6.2 h mas corto (P <

0.05) en vacas con ciclos de dos oleadas.

4.5.2 Desarrollo folicular y luteo

Los resultados del desarrollo de los foliculos dominantes y del CL por efecto

del nimero de ondas foliculares se muestran en el Cuadro 5. El dia de la deteccién y
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Cuadro 4. Caracterizacion de ciclos estrales con dos y tres ondas foliculares en
vacas Criollas.

Numero de ondas foliculares en el ciclo

Dos Tres
MediatEE Rango MediatEE Rango P
Duracion del ciclo (d) 21.1+£03 21a23 214+06 21a22 0.713
Duracién de la fase folicular (d) 7.4 +0A1 6a9 7.6+0.3 7a8 0.655
Duracién de la fase lutea (d) 13.7+0.3 12a16 13.8x0.5 13ai15 0.958
Duracién del estro (h) 142+3 8a20 14.0x24 10a16 0.913

Tiempo del estro a la ovulacion (h) 36.2+5.7 28a48 424+46 36a48 0.040
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el diametro méaximo del primer FD anovulatorio fueron similares en los ciclos con dos
y tres oleadas (P > 0.05), mientras que su tasa de crecimiento fue mayor (P < 0.05) y
el inicio de su regresion fue mas temprano en los ciclos con tres oleadas, en
comparacion con los que tuvieron dos oleadas (P < 0.01). En los foliculos ovulatorios,
el didmetro maximo observado fue similar (P > 0.05) en ambos tipos de ciclo, pero su
deteccion fue mas temprana (P < 0.01) y su tasa de crecimiento fue menor (P < 0.01)
en ciclos de dos ondas foliculares. La deteccion de la ovulacién con respecto al dia
del inicio de la onda folicular ovulatoria fue mas temprana (P < 0.01) en ciclos de tres
oleadas que en ciclos de dos. En el caso del CL, su didmetro maximo, volumen total,
dia de inicio de su regresion y el tiempo del inicio de su regresion a la ovulacion
fueron similares (P > 0.05) en ambos tipos de ciclos. De igual manera el CL
observado en los ciclos de dos ondas alcanzé su maximo volumen en el mismo dia

del ciclo que en los de tres ondas (P > 0.05).

4.5.3 Funcionalidad del CL

Los resultados de la funcionalidad del CL, basados en la concentracion sérica
de P4 por efecto del numero de oleadas foliculares en el CE se muestran en el
Cuadro 6. Las concentraciones minima y maxima de P, durante la fase lutea no
fueron diferentes en ambos tipos de ciclos (P > 0.05). La concentracion maxima de
P, se observd alrededor del d 16 post-ovulacion en ambos patrones de desarrollo
folicular (P > 0.05) y oscilaron entre los d 13 y 18 en los ciclos de dos ondas y entre

losd 15y 17 en los ciclos de tres ondas.
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Cuadro 5. Dinamica de los foliculos anovulatorios y ovulatorios y del cuerpo luteo en

ciclos de dos y tres ondas foliculares en vacas Criollas.

Numero de ondas foliculares en el ciclo

Dos Tres
MediatEE Rango MediatEE Rango P
Primer foliculo dominante anovulatorio
Deteccion (d del ciclo) -05+x02 -03a-1.0 -04+02 -0.3a-0.6 0.6584
Diametro maximo (mm) 8.0+0.1 7a9 76+0.3 7a8 0.3447
Tasa de crecimiento (mm d™) 05003 04a09 07x006 05a1.0 0.0283
Inicio de la regresion (d del ciclo) 11 +£0.8 10a 12 7.8+04 7a9 0.0006
Segundo foliculo dominante anovulatorio
Deteccion (d del ciclo) - - 9.6 05 9a10 -
Diametro maximo (mm) - - 72+02 6a8 -
Tasa de crecimiento (mm d™) — — 0.4+0.08 0.2a0.9 —
Inicio de la regresion (d del ciclo) — — 148+08 14a16 —
Foliculo ovulatorio
Deteccion (d del ciclo) 11.2+0.8 10a12 148+08 14a16 <0.001
Diametro maximo (mm) 10.5+0.2 8ail2 10.0+04 9a i 0.9066
Tasa de crecimiento (mm d™) 05+004 04a10 09+0.08 0.6a1.3 0.0008
Diametro al inicio de la regresion lutea (mm) 9.0 £0.3 7all 8.6 0.6 6ai0 0.5707
Deteccion a la ovulacién (d) 10.8 £ 1.0 9ai2 7605 7a8 <0.001
Cuerpo luteo
Diametro maximo (mm) 13.0+£1.0 12a 14 13.2+£1.7 11a16  0.7752
Volumen méaximo (cm®) 1.2+04 0.6a21 1.1+02 09a14 0.7419
Maximo volumen alcanzado (d del ciclo) 8.7+0.8 7a10 8.8+0.8 8ai0 0.8292
Inicio de la regresion (d del ciclo) 16.3+1.6 13a 18 16.8 £ 1.1 15a18 0.5118
Inicio de la regresién a la ovulacion (d) 47+03 3a8 4606 4a6 0.4647

59



Cuadro 6. Concentraciones séricas de progesterona durante la fase latea en ciclos

estrales de dos y tres ondas foliculares de vacas Criollas.

Numero de ondas foliculares en el ciclo

Dos Tres
MediatEE Rango MediatEE  Rango P

Concentracion minima de progesterona (ng mL™) 14+04 10a25 14+£03 1.1a20 0.9180
Concentraciéon maxima de progesterona (ngmL") 6.5+0.1 56a7.8 6.5+02 6.2a6.9 0.9086
Dia del ciclo con el pico de progesterona 159+16 13a18 16 1.0 15a17 0.9393
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4.6 Discusion

Este es el primer estudio que caracteriza el CE y la dinamica ovarica
considerando el numero de oleadas foliculares en ganado Criollo de Chihuahua. El
desarrollo folicular en el bovino ocurre en ondas, generalmente dos o tres dentro de
un CE (Bo et al., 2003). Durante cada onda, un foliculo es seleccionado para
convertirse en dominante, mientras que los foliculos subordinados sufren atresia
(Adams et al., 2008). La ultima onda folicular generada en el ciclo termina con un FD
preovulatorio que posteriormente ovula (Adams et al., 2008; Jaiswal et al., 2009). La
presencia o ausencia de una oleada folicular es regulada por la secrecion de la FSH
y E2, sin embargo, el mecanismo que regula la incidencia el patrén de dos o de tres
ondas foliculares no se ha entendido completamente (Boer et al., 2011). En el
bovino, la predisposicion genética o las condiciones ambientales no controladas
pueden jugar un papel importante en la presentacion de dos, tres 0 mas ondas
foliculares en un ciclo (Noseir, 2003). Estudios previos muestran que la presentacion
de un numero especifico de ondas aparentemente no es afectada por la raza, edad
(Adams et al.,, 2008) o época del ano (Figuereido et al., 1997). Sin embargo, el
incremento en la proporcion de los ciclos de tres ondas ha sido asociado con
condiciones de mala nutricidn y estrés por calor (Wolfenson et al., 1995). Ademas, en
ganado Bos indicus el numero de ondas ha sido asociado con el numero de partos,
en donde las vaquillas han presentado mayormente ciclos de tres ondas, mientras
que las vacas presentan ciclos de dos ondas (Bo et al., 2003). Las vacas Criollas de
este estudio presentaron ciclos estrales con dos y tres ondas, lo cual concuerda con

reportes previos de ganado Bos taurus y Bos indicus (Townson et al., 2002).
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Asimismo, esta raza tuvo dos ondas en su CE en su mayoria (77.3 %), lo cual no
coincide con otros resultados, en los que se reporta el 20% de las vacas con ciclos
de dos ondas y 80% con ciclos de tres (Sirosis et al., 1988). No obstante, estudios
previos también han reportado una mayor proporcion de vaquillas con dos ondas en
su ciclo (Ginther et al., 1989). Considerando lo anterior, los resultados sugieren que
las vacas Criollas tienen patrones de desarrollo folicular muy similares a los
observados en vaquillas de otras razas. Aunque los factores que influencian la
proporcion de los patrones de dos o tres ondas se desconocen, existen dos hipétesis
generales que pueden explicar los eventos ovaricos que determinan si se presenta
una tercera oleada folicular durante el intervalo interovulatorio: 1) un intervalo mas
corto entre la presentacion de las ondas secuenciales puede permitir la aparicion de
mas ondas, aun cuando el intervalo interovulatorio permanece igual; y 2) un intervalo
interovulatorio mas largo puede permitir la emergencia de una onda adicional, aun
cuando el intervalo entre cada onda es constante (Ginther et al., 1989).

Estudios previos han indicado que los ciclos estrales de dos ondas foliculares
son mas cortos debido a que la regresion del CL inicia antes que en los ciclos de tres
ondas, resultando en una fase Iutea mas corta (Ginther et al., 1989; Adams et al.,
2008), sin embargo, los ciclos destrales de las vacas del presente estudio no tuvieron
estas caracteristicas, ya que tanto la duracién del ciclo, como la de la fase lutea y el
dia del inicio de la regresion lutea fueron similares en ambos tipos de ciclos. Se ha
propuesto que los mecanismos que desencadenan la regresion IUtea inician con la
liberacién de estradiol por parte del FD (previamente expuesto a P,), el cual estimula
la secrecion de OT hipofisiaria, que a su vez estimula la liberacion de PGFoy en el

utero, lo que conduce eventualmente a su destruccidén (Nisweinder et al., 2000). Un
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aumento en las concentraciones de estradiol esta correlacionado positivamente con
el aumento de tamano del FD (Figuereido et al., 1997; Noseir, 2003), y aunque las
concentraciones séricas de estradiol no fueron analizadas en el presente estudio, la
duracion similar del CE y su fase Iutea en ambos tipos de ciclo puede ser explicada
por el hecho de que los foliculos dominantes tuvieron tamano similar al inicio de la
regresion lutea y ellos pueden haber producido cantidades similares de estradiol.
Estos niveles de estradiol aparentemente fueron suficientemente altos para
desencadenar la regresion lutea en aproximadamente el mismo tiempo (Ginther et
al., 1989; Adams et al., 2008). Los resultados obtenidos acerca de la duracion del
estro coinciden con lo obtenido por Pancarci (1999), quien encontré6 estros de
duracion similar en ciclos de dos y tres ondas en vacas lecheras.

El promedio general de tiempo entre el inicio del estro y la ovulacién fue mayor
que el reportado en vacas de razas comerciales (Peter et al., 2009). Asimismo, dicho
intervalo fue 6.2 h mas largo en las vacas con tres ondas foliculares. En general,
estos resultados sugieren que existen diferencias en la funcionalidad del ovario y los
patrones de secrecion hormonal (estradiol, FSH y LH) entre las razas completamente
domesticadas (Bos taurus y Bos indicus) y aquellas menos domesticadas, como el
ganado Criollo. Adicionalmente, este hallazgo acerca del tiempo de ovulacién en
relacion con los signos del estro tiene gran importancia en futuras investigaciones
relacionadas con el uso de la biotecnologia reproductiva en la raza Criollo. Una
explicacion a estos resultados es que los foliculos ovulatorios producidos en patrones
de crecimiento con tres ondas son mas jovenes a los de dos ondas (Townson et al.,
2002). Los foliculos ovulatorios jovenes sintetizan sus E, a un ritmo menor, lo cual

provoca un retraso en la obtencion de concentraciones de estradiol suficientes para
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inducir la oleada preovulatoria de la GnRH y la LH (Wiltbank et al., 2011). De igual
forma, dicha baja produccion de E, puede estar relacionada con cantidades
insuficientes de receptores la LH en las células de la granulosa (Gimenes et al.,
2008).

En el presente estudio, el inicio de la primera onda folicular se observo
aproximadamente medio dia antes de la ovulacién perteneciente al CE previo, tanto
en los ciclos dos como en los de tres ondas. Coincidentemente, otros estudios han
reportado este comportamiento (Ginther et al, 1989; Jaiswal et al., 2009).
Adicionalmente, el diametro maximo de este foliculo anovulatorio fue similar en los
dos tipos de ciclo, aun cuando el inicio de su regresion fue mas temprano en los
ciclos de tres oleadas, en comparacién con los de dos oleadas (d 8 y 11,
respectivamente. EI menor ritmo de crecimiento observado en este estudio, ademas
del posterior inicio de la regresion de los foliculos anovulatorios de las vacas con
ciclos de dos ondas fue el factor clave que produjo foliculos de mayor tamano.
Contrario a esto, en vacas de razas productoras de leche, Noseir (2003) encontrd
foliculos anovulatorios de mayor tamano sin diferencias en su tasa de crecimiento o
tiempo de inicio de su regresion en ciclos de tres ondas foliculares comparados con
ciclos de dos ondas. Estas discrepancias entre los resultados pueden ser atribuidas a
variaciones en las concentraciones de gonadotropinas (principalmente la FSH) entre
las diferentes razas bovinas (Parker et al., 2003; Burns et al., 2005).

Las vacas con dos ondas foliculares tienen foliculos de mayor edad y tamano
a la ovulacion, en comparacion con las vacas con tres ondas (Townson et al., 2008).
En el presente estudio, el foliculo ovulatorio fue detectado mas temprano y el tiempo

de su deteccion a su ovulacion fue mayor en ciclos de dos ondas, sin embargo, el
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tamano del didmetro ovulatorio no varié en ambos tipos de ciclos. Este resultado es
consecuencia del aumento en la tasa de crecimiento encontrado en los foliculos de
los ciclos de tres ondas. Asi, en los ciclos de tres ondas, el mayor ritmo de
crecimiento del foliculo ovulatorio compensé el menor tiempo desde su deteccion a la
ovulacién, provocando diametros foliculares similares al final. Nuestros resultados en
cuanto al diametro folicular maximo y su crecimiento no coinciden con otros
resultados obtenidos previamente en ganado lechero, en donde los foliculos
ovulatorios en ciclos de tres ondas crecieron a ritmo similar pero con diametro
maximo final menor a los de foliculos en ciclos de dos ondas (Townson et al.,2002).
El manejo, intensidad de ordefo, raza, alimentacion y temperatura ambiental son
factores que pueden producir variaciones en los resultados del desarrollo de los
foliculos ovulatorios. Por otra parte, los ciclos de dos ondas han sido asociados con
una fertilidad reducida debido a un periodo prolongado de desarrollo tanto del FD
como de su ovocito (Townson et al., 2002; Adams et al., 2008). Las vacas Criollas
del presente estudio presentaron ciclos de dos ondas foliculares principalmente
(77.3%) y pocos ciclos de tres ondas (22.7%,); por ello, aun cuando la fertilidad no fue
evaluada, los resultados obtenidos sugieren que las vacas Criollas pueden tener
menor fertilidad de forma natural, lo que resulta l6gico si se considera que los
animales de este genotipo tienden a presentar cierta estacionalidad reproductiva bajo
las condiciones ambientales en las que se ha desarrollado.

En general, el didmetro méaximo alcanzado por los foliculos dominantes
anovulatorios (primera y/o segunda onda folicular no ovulatoria) y por los foliculos
dominantes ovulatorios en ambos tipos de ciclos es menor a los obtenidos

previamente en ganado productor de leche (Ginther et al., 1989) y carne (Jaiswal et

65



al., 2009). En ganado Nelore, una raza conocida por su rusticidad, similar a la del
ganado Criollo, los foliculos ovulatorios son mas pequefios que los de otras razas
Bos taurus (Townson et al., 2002). Esta situacion puede deberse a los mecanismos
de adaptacion desarrollados por el ganado Criollo y Nelore para sobrevivir y
reproducirse bajo condiciones ambientales y nutricionales adversas. Al tratar de
explicar tales diferencias se han formulado algunas hipétesis que afirman, por
ejemplo, que el didmetros folicular pequefno del ganado Bos indicus se debe a una
menos capacidad del hipotalamo de secretar GnRH (Townson et al., 2002). Del
mismo modo, la estacionalidad y los mecanismos mediante los cuales la duracién del
dia afecta las funciones reproductivas no se han establecido completamente, pero la
mayoria de la informacién disponible a este respecto sugiere que el ganado Bos
indicus son mas susceptibles a estos efectos que el ganado Bos taurus (Rhodes et
al., 1995). Los aspectos nutricionales también pueden influenciar de forma negativa
el desarrollo y crecimiento folicular (Bo et al., 2003). El ganado Criollo se localiza
principalmente en regiones montafiosas, en donde la disponibilidad de forraje
depende directamente de la época de lluvias, por ello, durante las temporadas secas,
este ganado presenta un balance energético negativo que se refleja como una
posible falla en las funciones ovéaricas normales (Lopes et al., 2007).

De acuerdo con el presente estudio, el nimero de ondas foliculares no afecté
el diametro y volumen maximo del CL durante la fase lutea del CE. Lo anterior fue
debido a que el diametro maximo del foliculo ovulatorio fue similar en los ciclos de
dos y tres oleadas. Jaiswal et al. (2009) encontraron una correlacién positiva entre el
diametro folicular y el tamafio del CL. ElI tamano del foliculo ovulatorio esta

relacionado directamente con la sintesis de Ep, ya que las células de la granulosa
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son responsables de tal produccién hormonal, por lo tanto, con un mayor tamano
folicular aumentaran las concentraciones de E, y la LH, asi como los receptores de la
LH en las células de la teca y de la granulosa (Meter et al, 2009). La hormona
luteinizante es importante para el desarrollo y funcionamiento normal del CL en la
mayoria de los mamiferos (Nisweinder et al., 2000). En los bovinos, la liberacién
episédica de los pulsos de la LH durante el periodo que precede a la oleada
preovulatoria de gonadotropinas es requerida para la maduracién del foliculo que
permita el desarrollo adecuado del CL (Quintal-Franco et al., 1999). Adicionalmente,
en el presente estudio se observo que la funcionalidad del CL (sintesis y dia del pico
de P4) no cambié por efecto del numero de ondas foliculares por ciclo; otros estudios
realizados con ganado lechero también han publicado resultados similares (Grygar et
al., 1997). La union de la LH con sus receptores en la membrana de las células
luteales del CL lleva a la activacién (dependiente de AMP ciclico) de la proteina
kinasa A e incrementa la secrecién de P4 en el CL (Nisweinder et al., 2000). De esta
forma, la LH aumenta la produccién esferoidal al facilitar el transporte de colesterol a
través de las células, por ello, la LH es esencial para el mantenimiento del CL
maduro (Gimenes et al,, 2008). No obstante, los resultados del presente estudio
sugieren que, en vacas Criollas, este mecanismo de secrecidon de P4 no se ve
afectado por los patrones de desarrollo folicular evaluados.

En comparacién con la informacion publicada previamente (Grygar et al.,
1997; Jaiswal et al., 2009), en las vacas del presente estudio se observaron CL mas
pequefnos pero con similar capacidad de produccién de P, que uno grande. Lo
anterior anade evidencia al conocimiento cientifico de la capacidad del CL de

secretar altas cantidades de P4 independientemente de su tamafo. Mann et al.
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(2009) indicaron que durante las etapas tempranas del desarrollo del CL existe una
relacion positiva entre su tamano y la concentracién de P4, pero hacia el d 8 del ciclo
el tamano del CL no es un factor determinante. Esta disociacion entre el desarrollo
estructural y funcional del CL fue observada también en vaquillas (Rhodes et al.,
1995), sin embargo, en otros estudios se ha asumido que un CL grande producira
mas P, y generara concentraciones séricas mas altas (Grygar et al.,, 1997; Peter et

al., 2009; Luttgenau et al., 2011).

4.7 Conclusiones

La raza de ganado Criollo presenta patrones de desarrollo folicular de dos y
tres ondas por ciclo estral, siendo mas comun aquellos con dos ondas, no obstante,
su numero no afecta la duracién del ciclo, sus fases o funcionalidad del CL.
Adicionalmente, los foliculos anovulatorios y ovulatorios en ciclos de tres ondas
aparentemente tienen menor tiempo de desarrollo pero mayor ritmo de crecimiento
en comparacion con los de dos ondas , lo que produjo didmetros foliculares maximos
similares pero diferentes intervalos de tiempo del estro a la ovulacion. Finalmente,
una peculiaridad del ganado Criollo es que el tamano del CL y foliculos
(anovulatorios u ovulatorios) son mas pequefos que los observados en otras razas
productoras de carne o leche, sin embargo, el tamano del CL no afecta su sintesis de
progesterona. Estas observaciones pueden tener implicaciones practicas en la

implementacion de programas de manejo reproductivo en ganado Criollo.
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5. APLICACION DE eCG EN SUSTITUCION DE ESTRADIOL POST-
RETIRO DEL CIDR EN GANADO CRIOLLO SOMETIDO A UN

PROTOCOLO DE INSEMINACION ARTIFICIAL

5.1 Resumen

Se realizaron 2 experimentos para evaluar el efecto de administrar
gonadotropina coridnica equina (eCG) en sustitucion de estradiol 24 h post-retiro del
CIDR sobre la conducta estral y ovulatoria y la tasa de gestacion de vacas (exp. 1;
n=21) y vaquillas (exp. 2; n=39) Criollas de Rodeo sometidas a un protocolo de
sincronizacién con IA a celo detectado (estradiol+CIDR+PGF2,). Todos las hembras
fueron inseminadas 12 h después de detectado el estro. En vacas, estradiol produjo
similar respuesta de estro y ovulacion y diametro méaximo del foliculo pre-ovulatorio a
eCG. Sin embargo, el tiempo al estro fue mas corto con estradiol, pero eCG aumentd
la agrupacién del estro y la ovulacién, e increment6 la tasa de prefiez. En vaquillas,
comparado con eCG, estradiol increment6 la presentacion del estro y redujo el
tiempo al estro sin diferencia en el porcentaje de hembras que ovularon. Ambos
tratamientos produjeron baja tasa de prefiez, siendo significativamente menor con
eCG. En conclusién, aplicacion de eCG en sustitucion de estradiol post-retiro del
CIDR en un protocolo de IA a celo detectado mostr6 aumentar la agrupacién del
estro y ovulacion y, consecuentemente, la tasa de prefiez en vacas pero no en
vaquillas.
Palabras clave: Ganado Criollo, sincronizacién, gonadotropina coridnica equina,

estradiol.
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5.2 Abstract

Two experiments were conducted to evaluate the effect of administering
equine chorionic gonadotropin (eCG) in substitution of estradiol 24 h after CIDR
removal on estrus and ovulation behavior, and pregnancy rates of Rodeo Criollo cows
(exp. 1 n=21) and heifers (exp. 2 n=39) subjected to a synchronization protocol
(estradiol + CIDR + PGF,,) with estrus-detected artificial insemination (Al). All
females were inseminated 12 h after detected estrus. In cows, estrus and ovulation
response and maximum pre-ovulatory follicle diameter were similar between eCG and
estradiol. However, time to estrus was shorter with estradiol, but eCG increased the
estrus and ovulation grouping, as well as pregnancy rate. In heifers, compared with
eCG, estradiol presented greater estrus response and lower time to estrus, without
any difference on ovulation rate. Both treatments resulted in low pregnancy rates,
with significantly lower rate in eCG heifers. In conclusion, application of eCG in
substitution of estradiol after CIDR removal in an estrus-detected Al protocol
increased the estrus and ovulation grouping and, consequently, pregnancy rate in
cows but not in heifers.

Keywords: Criollo cattle, synchronization, equine chorionic gonadotropin, estradiol

5.3 Introduccién

En el estado de Chihuahua, México, se ubica el ganado Criollo, también
conocido como Corriente, que ha sido exportado masivamente a Estados Unidos y
Canada para la practica deportiva del rodeo, por lo cual representa una fuente de
ingresos econdmicos para los ganaderos de ese estado (Félix-Portillo et al.2006). No

obstante, la producciéon de becerros no es elevada, y generalmente es de tipo
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estacional, lo cual hace notar la pobre eficiencia reproductiva que tiene este biotipo
de ganado Criollo. Hernandez (2001) reporté que las vaquillas criollas presentan su
primer parto alrededor de los 4 afos y tienen entre 4 y 5 crias en su vida productiva.
En este sentido, las técnicas de reproduccion asistida son una herramienta que
pueden ser aplicadas para aumentar la productividad de este ganado, tales como los
protocolos sincronizacion del estro e inseminacion artificial (1A).

Algunos protocolos de sincronizacion del estro e IATF usados comunmente en
ganado de carne han sido probados en ganado Criollo para inducir la actividad
reproductiva a edades mas tempranas y reducir el intervalo entre parto (Torres et al.,
1997; Ramirez et al., 1998; Zarate-Martinez et al., 2010). El protocolo basado en
CIDR+1 mg de estradiol con PGF; alfa (PGF»,) y estradiol aplicado 24 h post-retiro
del CIDR es el que mejores resultados en cuanto a presentacién de estro ha dado,
pero con muy bajos porcentajes de prefiez. Por ejemplo, Zarate-Martinez et al.
(2010) reportaron 100 % vacas Criollas multiparas en estro y 9.09 % de tasa de
prefiez desarrollando este protocolo con IATF (a 56 h). Similarmente, usando el
mismo protocolo en ganado Brangus, Malik et al. (2012) observaron bajo porcentaje
de vacas gestantes (28.6 % con monta natural y 18.0 % con |A). Zarate-Martinez et
al. (2010) mencionan que la baja tasa de prefiez con este protocolo se debié a que el
tiempo de ovulacion es muy variable en el ganado Criollo, resultando poco practica la
realizacion de IATF. Posiblemente, aplicando hormona gonadotrépica coridnica
equina (eCG) en lugar de estradiol 24 h post-retiro del CIDR en combinacion con IA,
usando la regla AM-PM, se puede aumentar la tasa de prefiez en este tipo de
ganado, ya que el tiempo de ovulacién puede ser mas predecible dentro de las 12 h

después de presentar el estro (Baruselli et al., 2004). La hormona eCG post-retiro del
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CIDR incrementa el desarrollo folicular, el ritmo de crecimiento del FD, la sintesis de
estradiol, el porcentaje de vacas que ovulan, la sintesis de P4 post-1A (Baruselli et al.,
2004; Ramirez-Godinez et al., 2000) y el porcentaje de gestacién, el cual ha
resultado mayor con respecto a grupos testigo (Souza et al., 2009; Sa Filho et al.,
2010a; Sa Filho et al., 2010b) y a vacas tratadas con estradiol (Fernandez-Abella y
Villegas, 2002).

Cabe sefialar que el uso de eCG no se ha probado en protocolos de
sincronizacién en ganado Criollo. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de administrar de eCG en sustitucién de estradiol post-retiro del
CIDR sobre la conducta estral y ovulatoria, y la tasa de gestacion en vacas vy
vaquillas Criollas de Rodeo sincronizadas con un protocolo hormonal basado en

estradiol, P4 y PGFo4 € inseminadas artificialmente a estro detectado.

5.4 Materiales y métodos

El estudio se realizé en el estado de Chihuahua, al norte de México, y
consistié en 2 experimentos. El experimento 1 se llevé acabo en el rancho Teseachi,
propiedad de la Universidad Autonoma de Chihuahua (28° 48" latitud norte y 107°
25" longitud oeste), con 21 vacas vacias, no lactando, de aproximadamente 5 anos
de edad y peso vivo promedio de 350 kg. El experimento 2 se realiz6 en el rancho de
la Universidad Auténoma de Ciudad Juarez (312 21° latitud norte y 1052 59" latitud
oeste), con 39 vaquillas de aproximadamente 15 meses de edad y peso vivo
promedio de 212.5 kg. Tanto vacas como vaquillas presentaban una condicién
corporal de 4.0 unidades (escala de 1 a 9; Richards et al., 1986) y eran ciclicas, ya

que tuvieron concentraciones séricas de P, > 1 ng / mL" en uno de dos muestreos

72



sanguineos efectuados una semana antes de iniciar cada experimento (Johnson et
al., 2002). La determinacion de los niveles de P4 en sangre se realiz6é de acuerdo a la
metodologia descrita por Schneider y Hallford (1996).

En cada experimento, a las hembras se les coloc6 un dispositivo intravaginal
provisto de un progestageno sintético (CIDR®, Pfizer México; 1.9 g de P,) durante 7
d, y se les administrd intramuscularmente 2.76 mg de benzoato de estradiol (Estrol®,
Loeffler México) al momento de colocar el dispositivo, asi como 25 mg de Dinoprost
Trometamina (Lutalyse®, Pfizer México) al retiro de éste (Grafica 4). Post-retiro del
CIDR (24 h), las hembras fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos para ser
tratadas con: 1) 1.0 mg de estradiol (cipionato de estradiol, ECP®, Pfizer, México) 6
2) 500 Ul de eCG (Folligon®, Intervet México). En vacas, 11 fueron tratadas con
estradiol y 10 con eCG, mientras que en vaquillas, 19 fueron tratadas con estradiol y
20 con eCG. Finalmente, las hembras fueron inseminadas artificialmente 12 h
después de que el estro fue detectado visualmente por uno de cuatro técnicos. El
tiempo de deteccion de estros fue de 56 h a partir del retiro del CIDR. Se consider6
que una hembra estaba en estro cuando permitié ser montada por otra durante por lo
menos 3 s. La |IA fue realizada por uno de dos técnicos experimentados,
representados homogéneamente en ambos experimentos y tratamientos, con semen
congelado de uno de dos toros de la raza Criollo de Rodeo y de fertilidad probada.

Sobre las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h post-retiro del CIDR se realizd
ultrasonografia a los ovarios via rectal para medir el crecimiento del foliculo pre-

ovulatorio y determinar el momento de la ovulacion. Se consideré que la hembra
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BE (2.76 mg) Retiro+PGF,, (25 mg) ECP (1 mg) 1A
T1=ECP
CIDR (P,=1.9g) Estro
Dia0 Dia7 Dia 8 12 h
BE (2.76 mg) Retiro+PGF,, (25 mg) eCG (500 Ul) IA
T2 =eCG
CIDR (P,=1.9g) Estro
Dia0 Dia7 Dia 8 12 h

Grafica 4. Protocolos hormonales de sincronizacién del estro y de la ovulacién
utilizados en vacas y vaquillas Criollas sincronizadas con benzoato de
estradiol (BE), progesterona (CIDR) y PGFy, tratadas con cipionato de
estradiol (ECP) y gonadotropina coriénica equina (eCG).
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habia ovulado cuando se observé la desaparicion subita de un FD de una
observacién a otra. Adicionalmente, 40 d post-IA se realiz6 el diagnostico de
gestacion via rectal con un ultrasonido provisto de un transductor lineal de 7.5 mHz.
Se utilizd un aparato de ultrasonido marca Aloka 1200 en vacas, mientras que en
vaquillas fue uno de la marca Medison®, modelo Sonovet 600.

Las variables de estudio generadas a partir de la informacidén colectada
fueron: respuesta a estro (porcentaje de hembras que presentaron estro de las
tratadas), horas a estro (intervalo de tiempo desde la aplicacién del tratamiento a la
aparicion de signos de estro), estros silenciosos (porcentaje de hembras que no
presentaron estro y ovularon), estros sin ovulacién (porcentaje de hembras que
presentaron estro y no ovularon), hembras ovulando (porcentaje de hembras que
presentaron desaparicion del foliculo pre-ovulatorio), diametro maximo del foliculo
pre-ovulatorio (diametro alcanzado del foliculo pre-ovulatorio antes de su
desaparicién), hembras con foliculos pequefios (porcentaje de hembras que
presentaron como diametro maximo del foliculo pre-ovulatorio < 10.7 mm) y grandes
(porcentaje de hembras que presentaron como didametro maximo del foliculo pre-
ovulatorio > 10.7 mm; Perry et al., 2007), y tasa de prefiez con respecto a hembras
tratadas (porcentaje de hembras diagnosticadas como prefiadas a los 40 d post-1A
del total de tratadas) y a las que presentaron estro (porcentaje de hembras

diagnosticadas como prefiadas a los 40 d post-1A del total que presentaron estro).

5.4.1 Analisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron por separado para cada experimento

(vacas y vaquillas). Las variables expresadas en porcentaje fueron analizadas con
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pruebas de X? usando el procedimiento PROC FREC. En el caso de las variables
horas a estro y diametro maximo del foliculo pre-ovulatorio, se realizdé un analisis de
varianza bajo disefio completamente al azar utilizando el procedimiento PROC GLM.
Las comparaciones de medias se realizaron con una prueba de Tukey declarando
diferencias entre medias cuando P<0.05. Adicionalmente, el intervalo a estro fue
dividido en dos clases (12 a 24 h y >24 a 36 h) para distribuir el porcentaje de
hembras que presentaron estro. Asimismo, el intervalo de tiempo en que se observo
la desaparicion del foliculo pre-ovulatorio post-aplicacion del tratamiento, se dividié
en tres clases (48 a 72 h, 72 a 96 h y 96 a 120 h) para distribuir el porcentaje de
hembras que ovularon. En cada intervalo, el porcentaje de hembras en estro u
ovulando por tratamiento fueron comparadas con prueba de X2 usando el
procedimiento PROC FREC. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el

paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC).

5.5 Resultados

5.5.1 Experimento 1: Vacas

En total, 19 (90 %) vacas respondieron al protocolo de sincronizacién de estro
durante las 56 h de deteccién de estro post-aplicacion de los tratamientos, 11 de las
tratadas con estradiol y 8 de las tratadas con eCG (Gréfica 5). Entre 12-24 h post-
aplicacién de la hormona, el porcentaje de vacas en estro fue mayor (P < 0.05) en
tratadas con estradiol comparado con eCG (36.4 vs. 125 %), pero resultados
contrarios fueron observados en el intervalo de tiempo >24-36 h (63.5 vs. 87.5 %). En
relacion a la distribucién de vacas que ovularon post-aplicacion de los tratamientos

(Grafica 6), el porcentaje de vacas que ovularon entre 48 y 72 h fue mayor (P < 0.05)

76



100 -
90 -
80 |
70
60 -

n Estracki)iol eCG

Vacas a Vaquillas

30 -
20 -
10 -

Hembras en estro (%)
(€]
o
Q

1224 h >24-36 h 12-24 h >24-36 h
Tiempo post-aplicacion de tratamientos
Grafica 5. Distribucion de vacas y vaquillas Criollas en estro por efecto de estradiol o
eCG 24 h post-retiro del dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR; °

letras diferentes en cada intervalo de tiempo indica diferencias a P < 0.05).
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Grafica 6. Distribucién de vacas y vaquillas Criollas que presentaron ovulacién por
efecto de estradiol o eCG 24 h post-retiro del dispositivo intravaginal de
progesterona (CIDR; #° Letras diferentes en cada intervalo de tiempo indica
diferencias a P < 0.05).
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en las tratadas con eCG que en las tratadas con estradiol (70 vs. 44.4 %), pero entre
72 y 96 h ovularon mayor (P <0.05) porcentaje de vacas tratadas con estradiol (44.4
vs. 20 %). En el intervalo de tiempo 96 a 120 h no se observaron diferencias (P >
0.05) en el porcentaje de vacas que ovularon por efecto de tratamiento.

En el Cuadro 7 se presentan los resultados de conducta estrual, respuesta
ovulatoria y tasa de prefiez en las vacas tratadas. El porcentaje de vacas en estro fue
similar (P > 0.05) entre tratadas con estradiol y eCG, aunque numéricamente
estradiol indujo 20 % mas vacas en estro que eCG. Las vacas tratadas con estradiol
presentaron un intervalo de tiempo a estro mas corto (P < 0.05) que las de eCG (24.9
vs. 31.51£2.8 h). El porcentaje de vacas con ovulacion, estro silencioso y estro sin
ovulacion fue similar (P > 0.05) entre grupos tratados. El diametro maximo del foliculo
pre-ovulatorio no varié (P > 0.05) por efecto del tratamiento, ni el porcentaje de vacas
(P > 0.05) que presentaron diametros maximos pequefos (<10.7 mm) o grandes
(>10.7 mm) de foliculos pre-ovulatorios. En general, la tasa de prefiez fue mayor (P <

0.05) en vacas eCG que en las tratadas con estradiol.

5.5.2 Experimento 2: Vaquillas

Un total de 22 (56.4 %) vaquillas presentaron signos de estro 48 h después de
haber aplicado los tratamientos, siendo 17 del grupo tratado con estradiol y 5 del
grupo tratado con eCG. El porcentaje de vaquillas que presentaron signos de estro
entre 12 y 24 h fue mayor (P < 0.05) en tratadas con estradiol que en las tratadas con
eCG (53 vs. 20 %), y en el intervalo de tiempo >24 a 36 h, el porcentaje hembras en
estro fue mayor (P < 0.05) en eCG que en estradiol (80 vs. 47 %; Gréfica 2). En

relacion a la distribucion de hembras que ovularon (Grafica 3), se observoé que la
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Cuadro 7. Conducta estrual, respuesta ovulatoria y tasa de prefiez de vacas Criollas

tratadas con eCG o Estradiol 24 h post-retiro del dispositivo vaginal CIDR.

Tratamientos

Estradiol

eCG'

Respuesta a estro (%)
Horas a estro (h)
Estros silenciosos (%)
Estros sin ovulacién (%)
Vacas ovulando (%)
Foliculos pre-ovulatorios
Diametro maximo (mm)
Tamano pequefo (%)
Tamano grande (%)
Tasa de prefnez (%)
De vacas tratadas

De vacas en estro

100.0 (11/11)
24.912.82
0.0 (0/11)
0.0 (0/11)

100.0 (11/11)

10.4+1.68
45.5 (5/11)
54.5 (6/11)

27.3 (3/11)?
27.3 (3/11)?

80.0 (8/10)°
31.5+2.8°
20.0 (2/10)°
0.0 (0/10)?
100.0 (10/10)?

10.2+1.6°
50.0 (5/10)?
50.0 (5/10)?

60.0 (6/10)°
75.0 (6/8)°

ab | etras diferentes en la misma hilera indican diferencia significativa a P<0.05.

! Gonadotropina coriénica equina
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proporcion de vaquillas que ovularon en los intervalos de tiempo 48 a 72 h, 72 a 96 h
y 96 a 120 h fue similar (P < 0.05) entre grupos tratados.

En el Cuadro 8 se presentan los resultados de conducta estrual, respuesta
ovulatoria y tasa de prefiez en las vaquillas tratadas. La respuesta a estro fue mayor
(P < 0.05) y la cantidad de horas a estro menor (P < 0.05) en vaquillas tratadas con
estradiol comparado con las tratadas con eCG. El porcentaje de estros silenciosos
incremento significativamente (P < 0.05) con la aplicacion de eCG, mientras que el
porcentaje de estros sin ovulacidon fue similar (P > 0.05) entre tratamientos.
Asimismo, el porcentaje de vaquillas que ovularon no varié (P > 0.05) por aplicar
estradiol o eCG. El diametro maximo promedio del foliculo pre-ovulatorio fue similar
(P > 0.05) en vaquillas tratada con estradiol o eCG, aunque el porcentaje de vaquillas
con foliculo pre-ovulatorios de tamafo pequefo y grande fue diferente (P < 0.05)
entre tratamiento, observandose mayor porcentaje de vaquillas con foliculos
pequefnos cuando fueron tratadas con eCG. El porcentaje de vaquillas con foliculos
grandes fue mayor (P < 0.05) con estradiol que con eCG. La tasa de prenez fue
mayor (P < 0.05) con estradiol que con eCG cuando se consideré el total de vaquillas
tratadas, no obstante la tasa de prefiez fue similar (P < 0.05) entre tratamientos

cuando se calcul6 segun las vaquillas que respondieron al tratamiento.

5.6 Discusion
Los resultados de este estudio muestran que la conducta de estro y ovulatoria
en respuesta a la aplicaciéon de estradiol o eCG post-retiro del CIDR varié entre

vacas y vaquillas, lo cual puede ser debido a que las vaquillas usadas no habian
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Cuadro 8. Conducta estrual, respuesta ovulatoria y tasa de prefiez de vaquillas

Criollas tratadas con eCG o Estradiol 24 h post-retiro del dispositivo intravaginal

CIDR.

Tratamientos

Estradiol

eCG'

Respuesta a estro (%)
Horas a estro (h)
Estros silenciosos (%)
Estros sin ovulacién (%)
Vaquillas ovulando (%)
Foliculos pre-ovulatorios
Diametro maximo (mm)
Tamano pequeno (%)
Tamano grande (%)
Tasa de prefnez (%)
De vaquillas tratadas

De vaquillas en estro

89.5 (17/19)
25.8+2.9°
10.5 (2/19)?
10.5 (2/19)?
89.5 (17/19)?

11.3+1.4°
41.2 (7117)
58.8 (10/17)?

31.6 (6/19)°
35.3 (6/17)°

25.0 (5/20)°
30.6+2.9°
75.0 (15/20)°
0.0 (0/20)®
100.0 (20/20)®

10.1+1.42
60.0 (12/20)°
40.0 (8/20)°

10.0 (2/20)°
40.0 (2/5)2

P | etras diferentes en la misma hilera indican diferencia significativa a P<0.05.

! Gonadotropina coriénica equina
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alcanzado la madurez reproductiva, por lo tanto, el funcionamiento del eje
hipotadlamo-hipéfisis-gbnada no era el 6ptimo (Meza-Herrera et al., 2012).

Los resultados de respuesta a estro observados en vacas sugieren que tanto
estradiol como eCG pueden usarse para estimular favorablemente el ovario en
protocolos basados en CIDR, en el caso de ganado Criollo de Rodeo. Aunque
estradiol provoc6 que la aparicién de signos de estro se presentara en un intervalo
de tiempo mas corto pero menos agrupado, lo cual se debe a diferencias en el
mecanismo de accién entre hormonas de tratamiento. Estradiol es la hormona
encargada de generar los signos de estro, de tal manera que la aplicacién exégena
de esta hormona incrementa rapidamente sus niveles en sangre y con ello, la
aparicion de un estro mas rapido (Meneghetti et al., 2009). Por su parte, eCG actlia
principalmente como la FSH produciendo el crecimiento folicular vy
consecuentemente la secrecion paulatina de estradiol, dependiendo directamente del
tamano maximo alcanzado por el FD (Ramirez-Godinez et al., 2000). Similares
resultados de conducta de estro fueron reportaron Duffy et al. (2004) en vacas
productoras de carne tratadas con estradiol o eCG. Por otra parte, en vaquillas, la
menor presentacién de estros en las tratadas con eCG se debié a que esta hormona
fallé en estimular suficientemente el desarrollo y crecimiento folicular, lo cual conllevo
a la sintesis de bajos niveles de estradiol y ausencia de signos de estro en la
mayoria de las hembras. Lo anterior puede ser verificado con los resultados de
porcentaje de vaquillas con foliculos pre-ovulatorios pequefios (estradiol = 41.2 % vs.
eCG = 60 %). Posiblemente, este tipo de vaquillas criollas requieren una dosis mas

elevada de eCG para tener una mayor conducta de estro.
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El porcentaje de vacas (100 %) y vaquillas (95 %) que ovularon fue alto, sin
diferencias entre tratamientos en ninguno de los experimentos, lo cual muestra que
ambas hormonas pueden utilizarse para sincronizar la ovulacion en protocolos de IA
basados en el uso de progestagenos. No obstante, en vacas, eCG comparado con
estradiol produjo una presencia de ovulacibn mas agrupada y predecible post-
aplicacion de los tratamientos (70 vs. 44 % entre 48 y 72 h). La hormona eCG
sincroniza y agrupa la presencia del estro a través de estimular el crecimiento y
desarrollo de los foliculos también en forma sincronizada, consecuentemente,
eventos como desencadenamiento del pico pre-ovulatorio y ovulacibn son mas
agrupados (Sousa et al., 2009; Sa Filho et al., 2010a). Contrariamente, estradiol no
estimula desarrollo folicular, provocando la ovulacién solamente en aquellas vacas
que presenten un foliculo pre-ovulatorio, y el resto de las hembras tendran signos de
estro pero la ovulacion se dard hasta que haya un foliculo pre-ovulatorio con
receptores para la LH (Colazo et al., 2003). Estudios previos indican que estradiol
puede reducir la variaciéon en la presentacion del pico de la LH, pero ello puede
depender del tiempo de aplicacién de estradiol con respecto al tratamiento con P4y
de la dosis de estradiol utilizada (Colazo et al., 2003; Colazo et al., 2005). En el caso
de vagquillas, se observé que la aplicacion de estradiol 6 eCG 24 h post-retiro del
CIDR fue igual de efectivo para inducir la ovulacion en forma agrupada durante un
periodo de tiempo corto (estradiol = 70.6 % y eCG = 73.6 % entre 48 y 72 h post-
tratamiento). Este resultado es parcialmente diferente al descrito anteriormente para
vacas, donde estradiol fue menos efectivo para sincronizar la ovulacién. Colazo et al.
(2005) y Souza et al. (2009) sefnalan que diferentes factores ambientales y genéticos

pueden alterar la respuesta del ganado a los protocolos de sincronizacion de estro.
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A diferencia de las vacas, las vaquillas mostraron anormalidades en su
conducta de estro y ovulatoria, siendo mas notorio cuando se trataron con eCG en
comparacion con estradiol (75 vs. 10.5 % de estros silenciosos). El alto porcentaje de
vaquillas que ovularon sin signos de estro por efecto de eCG se debid al tamafo
pequeno del foliculo pre-ovulatorio (10.1+1.4 mm), asi, la cantidad de estradiol
secretado por los foliculos dominantes no fue suficiente para estimular la presencia
de los signos de estro. En vaquillas tratadas con estradiol también se presentaron
foliculos pequefos, sin embargo, la aplicacién exdgena de ésta hormona favorecio
que esas hembras mostraran signos de estro. Estudios previos no han reportado la
presencia de estros silenciosos o sin ovulaciones en ganado Criollo de rodeo, 0 en
ganado de razas de carne cuando son sometidos a protocolos de sincronizacién de
estro basados en CIDR+estradiol+PGF2,. No obstante, en el periodo posparto,
Zarate-Martinez et al. (2010) reportaron que vacas criollas bajo condiciones naturales
no presentaban signos de estro y ovulacién cuando su condicién corporal era baja,
pero cuando la condiciébn corporal aumentaba, la cantidad de vacas ovulando
incrementaba sin signos de estro en gran porcentaje de ellas. Esto sugiere que la
presencia de anormalidades en la conducta de estro es comun en este ganado, y
que en el caso de vaquillas, se requiere aplicar una dosis mayor a 500 Ul de eCG
para aumentar la presencia de estros con este protocolo de sincronizacion.

Ademas de obtener una mayor presentacion y agrupacion de estros y
ovulacion, el motivo principal de sustituir la aplicacién de estradiol con eCG 24 h
post-retiro del CIDR en ganado Criollo de rodeo fue aumentar el desarrollo folicular,
el tamano maximo del foliculo pre-ovulatorio, y asi garantizar un CL de mayor

tamano que podria secretar mayor cantidad de P4 para aumentar la tasa de prenez.
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Souza et al. (2009), Sa Filho et al. (2010a) y Butler et al. (2011) han reportado en
ganado Holstein y Nelore esos beneficios con la aplicacion de eCG en protocolos
donde se utilizan CIDR+estradiol+PGF2a. Sin embargo, en este estudio se observo
que el diametro maximo del foliculo pre-ovulatorio, tanto de vacas como de vaquillas,
no aumento con la aplicacion de eCG post-retiro del CIDR, siendo similar al mostrado
por las hembras tratadas con estradiol. Contrariamente, eCG aumento el porcentaje
de vaquillas que presentaron foliculos pre-ovulatorios de tamafnos pequefo (<10.7
mm). En general, se observé que el diametro folicular, en vacas y vaquillas tratadas
con estradiol y eCG, fue considerablemente menor al observado por otros autores en
estudios realizados con otras razas (Jaiswal et al., 2009; Townson et al., 2002).
Posiblemente, estos resultados son producto de la condicion corporal que
presentaban las hembras durante el desarrollo de los experimentos. Butler et al.
(2011) encontraron que una correcta funcionalidad del ovario después de aplicado el
protocolo sincronizacién CIDR+estradiol+PGF2a+eCG, depende directamente de la
condicién corporal del animal tratado.

Cabe sefalar que Ginther et al. (2003) definieron a un FD como aquel que
alcanza = 10 mm de diametro, lo cual se contrapone con lo observado en el presente
estudio. Vacas y vaquillas presentaron foliculos de didametro < 10 mm (8 y 9 mm), los
cuales se consideraron como dominantes porque ovularon tanto bajo el efecto de
estradiol como de eCG. Lo anterior puede sugerir que los foliculos dominantes en el
ganado Criollo pueden tener capacidad de responder con una ovulaciéon a un
estimulo de estradiol o eCG, al igual que los foliculos de animales de otras razas de
ganado Bos taurus (Sartori et al., 2001) y Bos indicus (Gimenes et al., 2008), aunque

sean considerablemente mas pequefios.
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En vacas, la aplicacion de eCG 24 h post-retiro del CIDR aumentd
significativamente la tasa de prefiez comparado con la aplicacién de estradiol (60 vs.
27.3 % con base en las tratadas y 75 vs. 27.3 % con base en las que mostraron
estro). Esto es producto de la mayor sincronia de los eventos del estro y la ovulacion
con respecto al momento en que se realizd la |A (12 h post- deteccidn de estro) en el
grupo de vacas tratadas con eCG. Lo anterior puede ser visualizado facilmente si se
considera que entre 24 y 36 h post-aplicacion de eCG se distribuyé el mayor
porcentaje de vacas en estro (87.5 %) y la IA se realizd 12 h después de la deteccién
del estro, lo cual significa que la IA se llevé acabo entre 36 y 48 h post-aplicacion del
tratamiento, y el mayor porcentaje de vacas tratadas con eCG ovularon entre 48 'y 72
h (70 %). Previamente, Zarate-Martinez et al. (2010) habian recomendado aplicar la
técnica AM-PM para inseminar artificialmente a vacas Criollas de rodeo después de
ser sincronizadas con un protocolo como el desarrollado en el grupo tratado con
estradiol. Sin embargo, los resultados de este estudio muestran que no es apropiado
para aumentar la tasa de prefiez cuando se aplica estradiol, caso contrario se
observa cuando se aplica eCG. Cabe mencionar que, segun estos resultados, podria
utilizarse el protocolo en el cual se aplico eCG para llevar a cabo IATF. En vaquillas,
la tasa de prefez fue baja en general, aunque cuando se calculé en base al total de
animales tratados, se observé que estradiol (31.6 %) increment6 la tasa de prefiez
comparado con eCG (10 %). La causa de estos resultados fue porque solamente se
inseminé aquellas vaquillas que presentaron estro, y en el grupo tratado con eCG se
observd una pobre respuesta a estro.

Bajo las condiciones del presente estudio, en el ganado Criollo, la aplicacién

de eCG en sustitucion de estradiol 24 h post-retiro del CIDR resulté ser mas efectiva
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en vacas que en vaquillas, dado que en vacas eCG aument6 la tasa de prefiez
produciendo una presencia de estros y de ovulaciones similares a la de estradiol. En
vaquillas Criollas, la sustitucion de estradiol por eCG redujo la respuesta a estro, y
consecuentemente, la tasa de prefiez, ya que solamente se inseminaron aquellas
hembras que mostraron signos de estro. Estudios en los cuales se determine la dosis
optima de eCG se requeriran en un futuro, considerando el alto porcentaje de estros

silenciosos detectados en vaquillas tratadas con eCG.

5.7 Conclusiones

Dado que tanto estradiol como eCG indujeron favorablemente la ovulacion en
vacas Yy vaquillas pero la aplicacion de eCG post-retiro del CIDR produjo ovulaciones
mas agrupadas y mayor tasa de prefiez en vacas, es factible desarrollar un
tratamiento hormonal con inseminacion artificial a tiempo fijjo en este tipo de

animales.
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