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RESUMEN

Esta tesis tuvo como objetivo evaluar el efecto de la presentacion de celos y el tratamiento
con GnRH como segundo inductor de ovulacion en los animales que no manifiestan celo, sobre la
tasa de concepcion (TC) a los programas de inseminacion artificial (IATF) y de transferencia
embrionaria a tiempo fijo (TETF). Se realizaron cuatro experimentos en vacas y vaquillonas de
razas para carne, dos de ellos en programas de IATF y dos en programas de TETF. Para la
sincronizacién de celos se utilizé el protocolo convencional que consiste en la insercion de un
dispositivo intravaginal con progesterona por siete u ocho dias, benzoato de estradiol (EB) en el Dia
0 y Cipionato de estradiol (ECP) en el Dia 8; o se utilizé el protocolo J-Synch, en el cual se inserta
el dispositivo por seis dias y se administra EB en el Dia 0 y GnRH en el Dia 9. En el Experimento
1, se evalud si la IATF de vacas que mostraron celo a las 48 h del retiro del dispositivo intravaginal
resultaba en una mayor TC en comparacion con aquellas que no manifestaron y si el tratamiento
con GnRH para aquellos animales que no expresaban celo en ese momento mejoraba la TC a la
IATF realizada entre las 54 y 56 h. Tanto la presentacion del celo como la GnRH en los animales
que no manifestaron celo mejoraron la TC (56% vs 48% y 58% vs 34%, respectivamente; P=0,04).
El objetivo del Experimento 2 fue evaluar el efecto de la presentacion de celos sobre la tasa de
concepcidn de vacas y vaquillonas sincronizadas con el protocolo J-Synch. Las vacas y vaquillonas
en celo e IATF a las 60 h de la remocion del dispositivo tuvieron una mayor TC que las que no
mostraron celo y recibieron IATF cerca de las 72 h (67% vs 53%; P=0,04). En el Experimento 3, el
objetivo fue evaluar si la presentacion de celos y el tratamiento con GnRH aplicada a las 48 h desde
la remocion del dispositivo a las vacas que no manifiestan celo, aumenta la tasa de aprovechamiento
(TA) y la TC de receptoras en programas de TETF sincronizadas con un protocolo convencional
con dispositivos con progesterona y ECP como inductor de ovulacion. Las receptoras que
manifestaron celo, tuvieron una mayor TA 'y TC (99% y 48%, respectivamente) que las que no
manifestaron celo (64% y 39%; P<0,01). Asi mismo, las que no manifestaron celo y recibieron
GnRH lograron una TC mas alta (46%) que las que no recibieron GnRH (26%, P<0,05). En el
Experimento 4 se evalué el efecto del celo sobre la TA, TC, pérdidas embrionarias/fetales
tempranas y tardias, y tasa de paricion del protocolo convencional con dispositivos con

progesterona y ECP comparado con el protocolo J-Synch. La TC fue del 37% para las receptoras
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del tratamiento convencional y 39% para las receptoras del J-Synch y no difirié significativamente
(P=0,43), pero la TA fue mayor en las tratadas con el protocolo convencional (89% convencional vs
83% J-Synch; P=0,03;). Cuando se tuvo en cuenta el total de receptoras sin importar el tratamiento
de sincronizacion se encontré una tendencia (P=0,06) a una mayor TC de las receptoras que
mostraron celo (39%) vs las que nunca lo hicieron (26%). Ademas, las pérdidas
embrionarias/fetales fueron mayores (P=0,004), y la tasa de paricion fue menor (P=0,01) en las
receptoras que no mostraron celo (67% y 2,9%, respectivamente). Las conclusiones principales de
esta Tesis son: 1) que la expresion del celo aumenta las TC en los programas de IATF y las TA, TC
y tasa de paricién en los programas de TETF. 2) que el tratamiento con GnRH a los animales que no
manifiestan celo luego del retiro del dispositivo con progesterona aumentan la TC en los programas
de IATFylaTAy TC en los programas de TETF.

Palabras claves: Celo, Cipionato de estradiol, J-Synch, Inseminacion artificial, Transferencia embrionaria
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the effect of estrus behaviour and the treatment with
GnRH, to induce ovulation non-estrus animals, on conception rate (CR) to fixed-time artificial
insemination (FTAI) and embryo transfer (FTET) programs. Four experiments were carried out in
beef cows and heifers, two of them in FTAI and two in FTET programs. Two treatments were used
for estrus synchronization: the conventional protocol, consisting of the insertion of an intravaginal
device with progesterone for 7 or 8 days, estradiol benzoate (EB) on Day 0 and estradiol cypionate
(ECP) on Day 8; or the J-Synch protocol, in which the device is inserted for 6 days and EB is
administered on Day 0 and GnRH on Day 9. The objective of Experiment 1 was to evaluate whether
the FTAI of cows showing estrus at 48 h from device removal improved CR in comparison to those
that did not showed signs of estrus and if the treatment with GnRH for those animals that did not
show estrus at that time improved the CR to the FTAI performed 54 to 56 h after device removal.
The presence of estrus and GnRH in non-estrus animals improved CR (56% vs 48% and 58% vs
34%, respectively, P=0.04). The objective of Experiment 2 was to evaluate the effect of estrus
expression on the CR of cows and heifers synchronized with the J-Synch protocol. Cows and
heifers in estrus and FTAI at 60 h after device removal had a higher CR than those that did not
show estrus and were FTAI at 72 h (67% vs 53%, P=0.04). The objective of Experiment 3 was to
evaluate whether the expression of estrus and the treatment with GnRH those animals not in estrus
by 48 h after device removal increased the rate of utilization (UR) and CR of recipients
synchronized with the conventional protocol and receiving embryos by FTET. The estrus
expression increased the UR and CR (99% and 48%, respectively) compared to those did not show
estrus (64% and 39%, respectively, P<0.01). Likewise, those who did not show estrus and received
GnRH achieved a higher CR (46%) than those who did not receive GnRH (26%, P<0.05).
Experiment 4 evaluated the effect of estrus expression on UR, CR and pregnancy loses in recipients
synchronized with the conventional de J-Synch protocols. Although were no differences among
groups in CR (conventional: 37% and J-Synch: 39%, P=0.43), the UR was higher in recipients in
the conventional group (89%) than in those in the J-Synch group (83%, P=0.03;). In addition, when
the total number of recipients was taken into account regardless of the synchronization treatment,

there was a tendency (P=0.06) for a higher CR of the recipients that showed estrus (39%) vs those
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who never did (26%). Furthermore, embryo/fetal loses were higher (P=0.004) and the final calving
rate was lower (P=0.01) in recipients that did not show estrus (67% and 2.9%, respectively). The
main conclusions of this thesis are: 1) the expression of estrus plays a fundamental role for the CR
in the synchronization programs for FTAI and for UR, CR and calving rate in FTET programs for
generating pregnancies. 2) GnRH treatment in animals that do not show estrus after the removal of
the progesterone device increases the CR in FTAI programs and the UR, CR in FTET programs.

Key words: Estrus, Estradiol Cypionate, J-Synch, Artificial insemination, Embryo transfer.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la actualidad los protocolos de sincronizacion de celos a tiempo fijo para
realizar la inseminacion artificial (IA) o la transferencia de embriones (TE) pueden
aplicarse rutinariamente en los distintos programas de reproduccion en campos
comerciales. El control de la emergencia de las ondas foliculares y la induccién de la
ovulacion en un tiempo predeterminado ha facilitado la aplicacion de tales biotecnologias a
gran escala, aumentando la eficiencia reproductiva y productiva (Nasser et al., 2011). La
importancia del conocimiento de las ondas foliculares (Adams, 1994) y los mecanismos
para la sincronizacion de la emergencia de la onda folicular (B6 et al., 1995; 2002c) han
simplificado de gran manera la aplicacion de estos protocolos de sincronizacién de celo
para IAy TE.

Una de las grandes ventajas de la aplicacion de estas biotecnologias es que una vez
que son insertadas en el manejo reproductivo de un campo resultan en un aumento de la
eficiencia reproductiva y en un progreso genético del ganado bovino. Para el buen
funcionamiento de este tipo de sistemas se requiere del desarrollo de programas de
sincronizacién que puedan ser practicos y faciles de aplicar a gran escala, con una
disminucion en la cantidad de tratamientos hormonales y en una menor manipulacién del

animal (Nasser et al., 2011).

Programas de Sincronizacion de celos e Inseminacion artificial

La optimizacidn de la eficiencia reproductiva es uno de los principales factores que
contribuyen a mejorar el retorno economico de una explotacion ganadera. La tasa de
prefiez y su distribucion, tienen un impacto econdémico muy importante en un
establecimiento dedicado a la cria. Lograr un ternero por vaca y por afio en un sistema de
produccidn, significa que, restando a los 365 dias del afio, 283 del periodo de gestacion, las

hembras deberian estar nuevamente prefiadas a los 82 dias de paridas (B0 et al., 2005).



Para que se logre con éxito la concepcion en el ganado bovino es importante tener
en cuenta algunos factores como la manifestacion del estro, lo que demuestra que
fisiolégicamente la hembra ovula; y el buen estado de los gametos, junto con un entorno
uterino adecuado para que se logre una fusion de las mismas. Por lo tanto, la eficacia de los
métodos de reproduccion se deriva del porcentaje de hembras en celo y principalmente de
la tasa de fertilizacion. La fertilizacion puede ocurrir como producto de una monta o por 1A
(Moraes et al., 2008).

El principal objetivo de la implementacion de la IA en establecimientos de cria de
ganado para carne es el de producir un progreso genético en el rodeo. La sincronizacién del
estro es una biotecnologia que busca facilitar el uso de la IA tratando de enfocar la
ovulacion en un periodo predeterminado. Para ello, utiliza hormonas o asociaciones de
hormonas que se anticipan o prolongan el ciclo estral. En este sentido, el objetivo es poner
en practica el proceso de sincronizacion de celo y de la ovulacion, con el fin de mejorar las
tasas de concepcion actuales en el ganado. Los protocolos que sincronizan la ovulacion son
Ilamados cominmente protocolos de IA a Tiempo Fijo (IATF). Esos protocolos permiten
la IA de vacas con y sin cria al pie y no sélo reducir la IA a las vaquillas, como ocurria en

la mayoria de los paises ganaderos hasta el afio 2000 (B6 et al., 2014).

Sincronizacion de celos con Prostaglandinas (PGF 2a)

A lo largo del tiempo los protocolos de sincronizacion de celos utilizando PGF2a y
también sus analogos han sido pilar fundamental en el desarrollo de los programas de
sincronizacién del celo y la ovulacion para la IATF (Wiltbank y Pursley, 2014) y ademas
han sido frecuentemente utilizados en los programas de IA en vaquillonas, siendo la
deteccion de celos el mayor problema para lograr una buena eficiencia reproductiva
(Larson y Ball, 1992).

La PGF2a es producida por el endometrio y es la responsable de la lutedlisis, o
degradacion del cuerpo luteo (CL) en el ganado vacuno (Adams, 2001). Los ciclos estrales
bovinos se han dividido en dos fases, la fase folicular y la fase luteal. La primera se

caracteriza por un crecimiento folicular que culmina en la seleccion de un foliculo



dominante y posterior ovulacién, mientras que la fase luteal es la mas larga del ciclo
(aproximadamente 6 a 16 dias; Twagiramungu, 1995 y B0 et al., 1996) y se caracteriza por

el funcionamiento del CL secretando progesterona (Pa).

Durante la fase luteal tardia (dia 16 - 18 del ciclo) la PGFza se libera del Gtero y se
une al CL causando la regresion luteal y puede utilizarse en el ganado bovino para
sincronizar el ciclo estral (Lauderdale et al., 1974). A pesar de todos los avances en cuanto
a la accion y subsecuente utilizacion de la PGF2a, su uso esta limitado a hembras ciclicas y
con un CL que sea funcional. Es asi que la PGF2a no es efectiva en aquellos CL nuevos o
inmaduros (Dia 5 del ciclo estral; Gnemmi et al., 2014).

Hace mas de 40 afios de que ha sido estudiada la PFG2a, y los primeros estudios
sirvieron para mostrar que la madurez del CL en el momento del tratamiento con PGFza
influenciaba la respuesta luteolitica y que la PGF.a no inducia la lute6lisis de manera
efectiva durante los primeros 5 a 6 dias después del celo, el cual se produciria de manera
distribuida por 6 dias de ser efectiva ésta lutedlisis (Macmillan et al., 1984). Con la
incorporacion de la ecografia en tiempo real se logro revelar que el intervalo desde el
tratamiento con PGF2a hasta la manifestacion del celo y la ovulacion esta determinado por
la fase de desarrollo del foliculo dominante en el momento del tratamiento (Kastelic et al.,
1991; Perry y Cushman, 2016). Si se administra PGF2a cuando el foliculo dominante de
una onda se encuentra en la Gltima fase de crecimiento o en la fase estatica temprana, la
ovulacion se producird entre 3 y 4 dias posteriores. Por el contrario, si el foliculo
dominante esta en la fase estatica tardia o de regresion, el foliculo dominante de la proxima
onda folicular sera el foliculo ovulatorio y esta ocurrird entre 5 a 7 dias después de la
PGF2o (Kastelic et al., 1991). La razon por la cual la PGF20 en la actualidad no es usada
para realizar la IATF es debido a que el intervalo antes mencionado reflejé el tiempo
necesario para que el foliculo dominante de la nueva onda crezca y se desarrolle con un
tamafo preovulatorio, dependiendo de la deteccion eficaz del celo, de la exactitud en la
deteccidon y de escoger el mejor momento para la inseminacién (Gnemmi y Maraboli,
2014). Debido a esto, su uso en la IA sigue siendo una practica con limitantes para obtener
aceptables tasas de prefiez en programas de sincronizacion en el ganado de carne (B0 et al.,
2009).



Utilizacion de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y PGFa en la

sincronizacién de la ovulacion

La GnRH sintética ha estado disponible desde hace muchos afios para el
tratamiento de los quistes foliculares ovéricos (Drost y Thatcher, 1992). En el ganado
bovino, el tratamiento con ésta hormona induce la ovulacion de un foliculo dominante en
crecimiento o en la fase estatica temprana (>10 mm de diametro) y la emergencia de una
nueva onda folicular aproximadamente 2 dias después del tratamiento (Martinez et al.,
1999).

La inyeccion de GnRH por via intramuscular (i.m.) produce la liberacion de LH en
un pico preovulatorio aproximadamente a las 2 h de su administracion (Thatcher et al.,
1989). Eso se debe ya que el foliculo dominante tiene inicialmente receptores de LH en las
células de la teca interna y a partir del Dia 3 de su desarrollo adquiere receptores de LH en
las células de la granulosa. Por lo tanto, esta hormona ha sido utilizada tanto para inducir
ovulacion del foliculo presente, como para controlar el desarrollo de una nueva onda
folicular. Desde hace muchos afios se ha logrado evidenciar que el uso de la GnRH tiene
una respuesta diferencial entre vacas y vaquillonas obteniendo como resultado el 90,0% de
ovulaciones en vacas en lactancia, pero solamente el 54,0% en vaquillonas (Pursley et al.,
1995). Es por esto que el tratamiento con GnRH funciona bien en vacas y no tanto en
vaquillonas y su explicacion ha estado enfocada a las diferencias entre las caracteristicas

foliculares de ambas categorias.

En los trabajos de Martinez et al. (1999) corroboraron que, en las vaquillonas la
respuesta de los foliculos a la GnRH o LH y el comienzo de la onda folicular varia de
acuerdo al estadio del foliculo dominante y por ende resulta en bajas tasas de prefiez luego
de la IATF. Esta evidenciado también que la sincronia del estro funciona mejor si 6 0 7
dias después de la aplicacion de GnRH se aplica una dosis de PGF2o para inducir la
lutedlisis (Twagiramungu et al., 1992). Esta combinacion de hormonas resulta de manera
maés efectiva para sincronizar el celo en el ganado Bos taurus (Burke et al., 1996), pero
menos eficaz en el ganado Bos indicus (Lemaster et al., 2001). Las razones de esta



variabilidad no son claras, pero se especula que puede ser debido a diferencias en la

dindmica folicular.

Por otro lado, las combinaciones de GnRH y PGF2a han permitido desarrollar
protocolos de IATF (B0 et al, 2013). Dentro de los protocolos de IATF que utilizan como
base combinaciones de GnRH y PGF.a. se encuentran los Ilamados protocolos Ovsynch
(Pursley et al., 1995). El protocolo Ovsynch ha sido muy utilizado en vacas de leche
resultando en una fertilidad aceptable para este tipo de hembras (Pursley et al., 1997). Sin
embargo, los resultados de su aplicacién en campos de cria en sistemas pastoriles no han
sido satisfactorios, los cuales han estado ligado a bajos porcentajes de concepcion que se

obtienen en vacas en anestro (Baruselli et al., 2004).

El protocolo Ovsynch se efectia aplicando una primera dosis de GnRH con
objetivo de ovulacién del foliculo dominante y de sincronizar la emergencia de una nueva
onda folicular (en promedio 1,6 dias después), luego al Dia 7 una dosis de PGF2a y 48 h
posteriores una segunda inyeccion de GnRH con efecto de lograr una ovulacion sincrénica
para realizar la IATF 16 h posteriores. Pero este protocolo no ha sido tan favorable para
sincronizar la ovulacién en vaquillonas (Pursley et al., 1997) y se cree que es debido a una
menor tasa ovulatoria a la primera GnRH, a un recambio folicular més rapido y a la
presencia de mayor cantidad de ciclos de tres ondas en vaquillonas que en vacas en
lactancia. Ademas, otro problema con el Ovsynch en vacas en anestro es que mientras que
la primera GnRH es capaz de inducir la ovulacién en una gran proporcion de los animales
tratados, la vida atil del CL inducido es corta en algunas vacas (revisado en Bo et al.,
2013).

Una de las formas con la que se mejord toda esta problematica para este tipo de
tratamiento fue con la aparicion de los dispositivos intravaginales con P4, los cuales
permitieron un mejor control de la sincronia de la ovulacién de vaquillonas durante los
protocolos de IATF. La inclusion de estos dispositivos con P4 ejercié un efecto en la
supresion de la ovulacion durante los 7 dias de presencia del mismo, permitiendo de ésta
forma que todos los animales tratados pudieran ser destinados a la IATF sin afectar la
fertilidad (Rivera et al., 2005).



Otro protocolo que utiliza como base la GnRH, PGF.a y ademas la P4 es el Co-
Synch de 7 dias con una IATF que se realiza sobre las 60 h. Este protocolo es comunmente
utilizado en EEUU y por lo general la tasa de prefiez lograda llega al 50,0% (Bridges et al.,
2008). Estudios donde compararon este protocolo de 7 dias contra una variante de Co-
Synch, con 5 dias de Pse IATF a las 72 h en vacas de carne, lograron 10,5% maés de prefiez
cuando se utilizé el dispositivo por menos dias de permanencia (Bridges et al., 2008).
Otros investigadores lograron resultados por encima del 60,0% en vaquillonas de carne
(Perry et al., 2012) y otros lograron una mayor tasa de prefiez con el Co-Synch 5 dias de P4
(58,1%) que con el Co-Synch de 7 dias de P4 (55,1%; P<0,05) en vacas Bos taurus de
carne (Whittier et al., 2013).

Estradiol y Progesterona en la sincronizacion del celo

Los tratamientos combinados de estradiol y P4 han sido ampliamente utilizados en
los dltimos 20 afios en programas de sincronizacion de celo en el ganado bovino
(Macmillan y Burke, 1996; B6 y Baruselli, 2002) y son el tratamiento preferido para

realizar IATF en el ganado de carne de América Sur (B0 et al., 2016).

Los tratamientos consisten en la insercion de un dispositivo intravaginal con
liberacion de P4 y la administracion de benzoato de estradiol (EB) en el Dia 0 (para
sincronizar una nueva onda de crecimiento folicular), en el Dia 7, 8 6 9 se retiran los
dispositivos de P4 y conjuntamente a esto se realiza la aplicacion de PGFza (para asegurar
la lutedlisis) y la posterior aplicacion de una dosis menor de EB 24 horas (h) més tarde o
de GnRH/LH a las 48-54 h, para dentro 72 a 84 h posteriores a la remocidon del dispositivo
tener una ovulacién sincronizada (B0 et al., 2002a, 2002b y Martinez et al., 2002a). Los
resultados reportados con estos protocolos (vacas prefiadas/vacas inseminadas x 100) han
sido entre 40,0 y 50,0%, oscilando entre el 27,8 y 75,0% (Cutaia et al., 2003). Ademas,
dentro de un sin numero de factores que afectan estos resultados, el de mayor relevancia es
sin duda la condicion corporal de las vacas y la ciclicidad de las mismas (B6 et al., 2002b y
2007; Nasser et al., 2011).



BO et al. (1994a) demostraron que la combinacion de estradiol y progesterona (Pa)
tiene un efecto aditivo sobre la supresion de la secrecion de FSH. Entonces, cuando se
administran ambos esteroides en forma conjunta se logra un mayor control sobre la
secrecion de gonadotrofinas y subsecuentemente una manipulacion mas precisa de la
dinamica folicular. Por otra parte, la segunda administracion de EB es fundamental para
sincronizar la ovulacion, en promedio a las 66 h de retirado el dispositivo (Cutaia et al.,
2001) y obtener resultados 6ptimos de prefiez a la IATF (Nasser et al., 2011).

Benzoato y Cipionato de estradiol en los protocolos de sincronizacién de celo

Una de las alternativas que se tuvieron en cuenta para sincronizar la ovulacién en
los programas de IATF es la utilizacion de EB en el momento de la remocion de los
dispositivos de P4. Algunos autores lo han utilizado en el momento de la remocion del
dispositivo sin encontrar diferencias en la tasa de prefiez alcanzada cuando se compar6 con
la aplicacion de EB 24 h posteriores al retiro de los dispositivos de P4 (Cesaroni et al.,
2000) y otros han reportado diferencias a favor de una mayor tasa de prefiez cuando se

realiza una aplicacion posterior (Cutaia et al., 2000; 2001; Sorroarain et al., 2005).

En otros trabajos (Cutaia et al., 2001) utilizando vacas Angus ciclicas se demostro
una mayor sincronia de las ovulaciones cuando se administré 1 mg de EB a las 24 h (rango
de ovulaciones: 66 a 84 h) en lugar de administrarlo al retiro del dispositivo (rango de
ovulaciones: 48 a 96 h; P<0,05). En razas cebuinas se han reportado resultados similares en
las cuales la aplicacion de EB junto con la remocién de los dispositivos intravaginales
disminuye la tasa de prefiez (B6 et al., 2007), por lo tanto, esta alternativa de adelantar la
segunda inyeccion de EB en el dia del retiro de los dispositivos intravaginales no es

recomendada en los programas de IATF.

Otra alternativa que surgi6 fue la de utilizar la GnRH administrada a las 48 h luego
del retiro del dispositivo con la finalidad de lograr un encierre menos, es decir en la
mafiana del mismo dia de la IATF. Esto permitiria evitar el encierro necesario para el EB,
quedando el rodeo cerca de las instalaciones para recibir la IATF en la tarde. En estos

trabajos la GNRH logro ser una alternativa eficaz evitando el encierro de las 24 h luego de
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retirar el dispositivo y permitiendo una tasa de prefiez mayor en vaquillonas (Menchaca et
al., 2013) o similar al EB en vacas con cria al pie y en vaquillonas cuando la GnRH se
administro directamente en el momento de la IATF (B6 et al., 2002a y 2014; Martinez et
al., 2002a).

Entre las alternativas para tratar de simplificar ain mas los tratamientos de
sincronizacién y hacer de la IATF una tecnologia para trabajar a mayor escala se puede
utilizar el cipionato de estradiol (ECP). EI ECP es una sal del estradiol que tiene una mayor
vida media que el EB (Colazo et al., 2003, Mapletoft et al., 2003) y tiene una baja
solubilidad en agua y con baja liberacion desde el momento de su aplicacion, pero lo mas
importante es que tarda mas tiempo en hidrolizarse en sangre lo que hace que se
prolonguen las concentraciones plasmaticas de estradiol-17p durante 98-170 h después de
la administracion de dosis altas (5-10 mg; Burton et al. 1990, Vynckier et al., 1990,
Mapletoft et al., 2003). Comparado con la administracion i.m. de EB, el ECP produce un
pico de estradiol-17p plasmatico de menor magnitud con una mayor amplitud, la cual es
mas prolongada en el tiempo (Vynckier et al., 1990). Debido a este patrén fisioldgico el
ECP ha sido utilizado como inductor de ovulacién aplicado en el momento de la remocion
de los dispositivos de P4 evitando de esta manera tener que volver a pasar los animales por
la manga a las 24 h de retirado el dispositivo.

Con el fin de evaluar el efecto del ECP dentro de la dinamica folicular, ovulacion y
tasa de prefiez Colazo et al. (2003) realizaron 2 experimentos en Canadad. Los
investigadores encontraron que el ECP aplicado en el momento de la remocion de los
dispositivos intravaginales actué de manera efectiva para sincronizar la ovulacién y
obtener tasas de concepcion comparables a la aplicacion de EB, s6lo cuando se utilizaron 5
mg de estradiol 173 y 100 mg de P4 en el momento de la insercion del CIDR-B para
sincronizar el desarrollo folicular. Cuando se utilizaron otros agentes que inducen un
comienzo de onda mas variable, como la GnRH o 1 mg de ECP y 50 mg de P4, la tasa de
prefiez fue mayor en las vaquillonas que recibieron ECP 24 h después de quitar el CIDR
(65,0%) que al momento de quitar el CIDR (52,0%) o GnRH al momento de la 1A (51,0%;
Colazo et al., 2004). Asimismo, en trabajos realizados por Cutaia et al. (2005), se demostré



que las tasas de prefiez fueron mayores cuando se utilizaron 2 mg EB en el momento de la

insercion del dispositivo comparado con 1 mg de ECP al inicio del tratamiento de IATF.

Otros trabajos realizados (B¢ et al., 2005 y Baruselli et al., 2007) demostraron que
la administracion de ECP en el momento del retiro de los dispositivos de P4 resultaron en
similares tasas de prefiez que la administracion de EB a las 24 h en vacas y vaquillonas
tratadas con dispositivos con P4 y 2 mg de EB en el momento de la insercion del
dispositivo para sincronizar el desarrollo folicular. A su vez, Baruselli et al. (2007)
propusieron utilizar una dosis de 0,5 mg en vaquillonas y 1 mg de ECP en vacas con cria al
pie que son IATF a las 48 0 54 h desde la remocién de los dispositivos de Pa.

Transferencia embrionaria

La técnica de la transferencia embrionaria es una de las técnicas mas difundidas en
el mundo para multiplicar rapidamente la genética de elite (Tribulo et al., 2000), y a pesar
de que la industria de las transferencias de embriones ha sufrido grandes cambios
favorables en un corto tiempo (Mapletoft et al., 1996) la necesidad de reproducir y
conseguir animales de alto valor genético ha hecho que se lleve a cabo un desarrollo
continuo de difusion de las biotecnologias reproductivas (Garcia Guerra et al., 2016).

Los programas de transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF) constituyen una
parte importante para multiplicar rapidamente la genética de animales superiores y por lo
tanto mejorar la produccion ganadera (Frade et al., 2014). A nivel mundial alrededor de 1
millon de embriones son producidos mediante dos tipos de técnicas: la superovulacion de
donantes para la produccion in vivo de embriones y la técnica de aspiracion folicular
ovocitaria guiada por ultrasonografia (OPU, de sus siglas en inglés “ovum pick-up”) de
donantes para la produccion in vitro (PIV). La superovulacion de donantes para producir
embriones bovinos in vivo se realizan por lo general con una frecuencia de 30 dias y estos
embriones pueden ser criopreservados y transferidos de forma directa con tasas de
concepcion del 45,0 al 55,0% (Mapletoft, 2015).



A partir de 1970 la produccion y la industria de la trasferencia embrionaria a la
actualidad creci6 de manera muy répida (Mapletoft, 2015). Mé&s en la actualidad, Perry
(2015) reportd que en el 2013 un total de 573,970 embriones obtenidos de la produccion in
vivo de todo el mundo fueron transferidos, de los cuales el 60 % de estos fueron embriones

criopreservados y transferidos posterior a la descongelacion.

En cuanto a la PIV, Perry (2015) reporto un total de 546,628 embriones producidos
por esta técnica y de los cuales el 70,8% de las transferencias fueron realizadas en Brasil.
La PIV es en la actualidad un procedimiento eficaz (Brackett y Zuelke, 1993). La forma y
la frecuencia en la técnica de la OPU vy la fertilizacion in vitro (FIV) ha hecho que las
producciones de embriones de las donantes sometidas a estas sesiones tengan un mayor
rendimiento (Garcia y Salaheddine, 1998) con tasas de concepcidn aceptables desde el 40,0
hasta el 45,0% (Garcia Guerra et al., 2016; Tribulo et al., 2017).

Existen varios factores que pueden influir en el éxito de las prefieces en un
programa de transferencia de embriones (Hasler et al, 1987; Looney et al, 2006; Baruselli
et al, 2009; BO et al, 2012; Martins et al, 2012). En los trabajos reportados por Hasler et al.
(1987) los investigadores analizaron retrospectivamente datos obtenidos de 6 afios y medio
de trabajos comerciales, e indicaron que los factores que influyen son: la produccion de
embriones a partir de donantes mas longevas (=15 afios de edad), la sincronia entre la
donante y las receptoras, el intervalo entre el estro de la receptora y la transferencia de los
embriones, la calidad morfoldgica y la etapa de desarrollo de los embriones y el intervalo
del celo de la donante y la colecta de los embriones. Ademas, encontraron interacciones
entre el dia de la colecta y la calidad embrionaria, el dia de la colecta y la etapa de
desarrollo del embridn, la calidad embrionaria y la sincronia estral, el estadio embrionario
y el intervalo del estro de la receptora a transferir, y el estadio embrionario y la sincronia

estral que afectaron la concepcion a la transferencia embrionaria.

Los factores que afectan la tasa de concepcion en los programas comerciales de
PIV también han sido reportados por Tribulo et al. (2017), siendo los méas importantes los
factores relacionados con las receptoras (diametro del CL) y el ambiente (campo). El

campo donde se realiza la trasferencia embrionaria también ha sido reportado como un
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factor que influye sobre la tasa de concepcion de embriones producidos in vivo (Hasler,
2001) e in vitro (Pellizzari et al., 2015; Sala et al., 2015).

El crecimiento sostenido de la produccién de embriones, ha estimulado la necesidad
de trabajar sobre los protocolos de sincronizacion y de su fertilidad, asi como también de
tratar de atenuar todos los factores que afectan los mismos, generando de esta forma
nuevas estrategias para aumentar la eficiencia reproductiva. Por una parte, estd la
sincronizacion de las receptoras, y la tasa de aprovechamiento de las mismas que es
medida por el porcentaje de receptoras que reciben un embrion sobre total de receptoras
que se sincronizan (Bé et al., 2000d). Las receptoras pueden ser seleccionadas por un
programa de deteccion de celos naturales o de celos inducidos, o0 mediante tratamientos
hormonales que evitan la necesidad de observar si los animales entran en celo lo cual se le

ha llamado transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF; B0 et al., 2002d).

Sincronizacion de receptoras utilizando PGF2a y detecciéon de celos vs Sincronizacién

de la ovulacién

Independientemente del método utilizado para la sincronizacion de receptoras de
embriones, si es efectuado por deteccion de celo naturales, inducidos o sincronizados es
importante tener en cuenta una buena precision en la deteccion o la presencia de los
mismos en los animales tratados, debido a que se manifiesta como un factor clave y uno de
los que mas afecta el costo de manutencion de una receptora desde que entra al programa
hasta que queda prefiada (B6 et al., 1996; Beal y Hinshaw, 2001). A esto se suma una
continua necesidad de simplificar los protocolos de transferencia de embriones bovinos,
incorporacion de tratamientos que controlan la dinamica folicular y la ovulacion (Bo et al.,
1994b; Beal y Hinshaw, 2001).

La utilizacion de PGF2a ha sido uno de los pilares en el desarrollo de programas de
sincronizacién del celo y la ovulacion (Wiltbank y Pursley, 2014). Sala et al. (2015)
evaluaron la tasa de utilizacion o aprovechamiento y la fertilidad de receptoras
sincronizadas con PGF.o méas la deteccion de celo vs receptoras sincronizadas con

dispositivos de P4 por 5 dias en un tratamiento Co-Synch y transferidas a tiempo fijo,
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obtuvieron como resultado que la utilizacion de un protocolo de TETF incremento la tasa
de aprovechamiento de receptoras (transferidas/tratadas) en un 21,7%, sin afectar los
porcentajes de concepcion por embrion transferido. Asi mismo, el incremento de la tasa de
aprovechamiento resulto en un incremento de aproximadamente el 10% en el porcentaje de

prefiez (prefiada/tratada), aumentando de esta manera la eficiencia.

Utilizacion e importancia del uso de la eCG en los programas de sincronizacion

La Gonadotropina corionica equina (eCG), originalmente conocida como
gonadotropina sérica de la yegua prefiada (PMSG), pertenece a la familia de las hormonas
glicoproteicas (Murphy, 2012). Es producida por las copas endometriales del Gtero de la
yegua entre 36 y 120 dias de prefiez (Murphy y Martinuk, 1991) y desempefia un papel
importante en el mantenimiento de la gestacion temprana en yeguas (Allen y Moor, 1972).
Se caracteriza por su alto contenido de &cido sialico que es responsable de una larga vida
media en la circulacion sistémica (40 h) y, ademas, tiene la capacidad Unica de emular la
accion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) en
especies distintas de los caballos (Martinuk et al., 1991). Ademas, tiene un peso molecular
muy alto (72.000 Dalton), con un nivel notablemente alto de glicosilacion, donde mas del
45,0% de las moléculas son carbohidratos, principalmente &cido siélico, galactosa y

glucosamina (McKinnon et al., 2011).

A causa de esto, la eCG ha sido ampliamente utilizada para inducir la estimulacion
ovarica de las especies domésticas con el fin de avanzar en la pubertad, inducir la
superovulacién, revertir anestro y, mas recientemente, sincronizar el celo para la IATF
(Murphy, 2012; B6 y Baruselli, 2014) y mejorar las tasas de aprovechamiento y de prefiez
en receptoras sometidas a protocolos de TETF (B¢ et al., 2002c). Se ha demostrado que el
uso de eCG en programas de TETF resultan en un mayor porcentaje de prefiez general
(receptoras tratadas/ receptoras prefiadas) que con los protocolos tradicionales con PGF.a
(Baruselli et al., 2001; B¢ et al., 2002c).

De esta manera, el incremento de las tasas de aprovechamiento y de concepcion de

receptoras es fundamental para maximizar varios aspectos como la tasa de prefiez y un
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retorno productivo y econémico de la TE méas elevado. Han sido reportados varios efectos
positivos del uso de eCG en receptoras de embriones tratadas con protocolos de TETF,
como la formacion de un CL que produce mas progesterona en el dia de la trasferencia
(Baruselli et al., 2000 y B0 et al., 2002c), pero probablemente el efecto méas importante de
la eCG es la estimulacion del desarrollo de un foliculo dominante que desencadena en la
ovulacion de un foliculo dominante de mayor tamafio (B6 et al., 2004) y una tasa
ovulatoria mas alta (Sa Filho et al., 2010; Ndfez et al., 2014). Su efecto parece ser mas
pronunciado en vacas con cria al pie en anestro y con baja condicion corporal (Sa Filho et
al., 2010, Sales et al., 2011). Ademés, como consecuencia de la actividad de la eCG en el
foliculo ovulatorio, se ha demostrado un aumento en el nivel de P4 circulante en la fase

luteal posterior (Baruselli et al., 2004, Barreiros et al., 2014).

Randi et al. (2017) evaluaron la suplementacion de 400 Ul de eCG sobre la tasa de
prefiez de 1410 vacas con cria al pie de 61 campos diferentes que recibieron un Co-Synch
+ P4 por 7 dias, en los servicios por IATF de primavera y otofio en Irlanda. Los
investigadores encontraron un efecto positivo del uso de eCG sobre la tasa de concepcidn
en las vacas que carecian de un CL al inicio del tratamiento. En las vacas con baja
condicién corporal (<2.25), la suplementacion de eCG (colocada en el Dia 7) tendié a
mejorar la tasa de concepcién en comparacion con las que no recibieron eCG. En

primavera, la tasa de concepcion fue 14,5% mayor en las vacas con eCG (P<0,05).

En programas de sincronizacion de receptoras, su uso ha sido orientado a un
aumento en el tamafo del foliculo ovulatorio, a un mayor nimero de foliculos ovulatorios,
y una mayor cantidad de receptoras aptas para realizar la TETF y con mayores niveles
circulante de P4 en ese momento. Fuente y De la Fuente (1997) reportaron datos en
vaquillonas Holstein tratadas o no con eCG. En este trabajo (Fuente y de la Fuente, 1997)
compararon las receptoras sincronizadas con dispositivos de P4 y estradiol mas eCG en
comparacion con otros 3 grupos las cuales fueron seleccionadas por presencia de celo
natural, celo sincronizado con PGF 2a, y celo sincronizado con dispositivos de P4y
estradiol sin eCG. En todos los grupos se realizo deteccion de celo y la SE TE realizo 7
dias después, el numero de receptoras seleccionadas para ser transferidas fue mayor

(P=0,0001) en las vaquillonas del grupo de recibieron eCG que en las seleccionadas con
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celo natural 50,0%, celo con PGF2a 45,0% Yy que las sincronizadas con dispositivos de P4
mas estradiol y sin eCG 49,0%. Ademas, esto resultdé en una mayor tasa de prefiez final
(prefiadas/tratadas) en las receptoras que recibieron eCG que en los otros grupos (29,0%,
19,0%, y 22,0%, respectivamente). Baruselli et al. (2001) en un trabajo efectuado en
Brasil con receptoras cruza cebu obtuvieron resultados similares a los antes mencionado.
En este trabajo las vaquillonas sincronizadas con un dispositivo de P4 por 7 dias més 800
Ul de eCG en el dia 5 lograron una mayor tasa de prefiez y una mayor cantidad de
receptoras con mas de una ovulacion que las que fueron sincronizadas de la misma manera,

pero sin eCG.

Tratamiento de sincronizacién de receptoras de embriones que utilizan dispositivos

con P4 mas Estradiol y/o GnRH

Desde hace muchos afios se han utilizado los mismos tratamientos de 1A para
realizar la TE. El tratamiento mas utilizado en Sudameérica para realizar la TETF consiste
en administrar 2 mg de EB por via i.m. junto con la insercion de un dispositivo con Pa, en
lo que se denomina el Dia 0. En el Dia 5 se coloca una dosis luteolitica de PGF2a y se
aplican 400 1U de eCG por via i.m. En el Dia 8 se extrae el dispositivo y 24 h después se
administra 1 mg de EB por via i.m. En el Dia 17, se realiza TETF a todas las receptoras
que tienen un CL. Este protocolo resulta en una tasa de aprovechamiento del 85% y una
tasa de concepcién del 50% con embriones producidos in vivo, por lo que se aprovecha al
maximo el uso de las receptoras de que se disponen en un establecimiento y sin afectar las
tasas de prefiez (B et al., 2002c y 2004).

Como la aplicacion del protocolo de sincronizacién para realizar la TE necesita de
varios tratamientos (Dia 0, Dia 5, Dia 8 y Dia 9), se desarrollaron trabajos para simplificar
estos protocolos (B6 et al., 2012b). El protocolo que es mas usado actualmente consiste en
administrar 2 mg de EB i.m. junto con la insercion de un dispositivo con Pa, en lo que se
denomina el Dia 0. En el Dia 8 se realiza la remocion del dispositivo con P4y se colocan
tres inyecciones por via i.m.: una dosis luteolitica de PGF2a; 400 Ul de eCG y 0.5 mg de
ECP (Bb et al., 2012b).
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La utilizacién de ECP en el momento de la remocidn del dispositivo con P4 en lugar
del EB a las 24 h ha disminuido la necesidad de tratar a las vacas una vez mas y
simplificado el protocolo de sincronizacion de celos para IATF y TETF. La administracion
de 2 mg iim. de ECP ha demostrado que es suficiente para que vaquillonas
ovariectomizadas muestren celo (Lefebvre y Block, 1992). Souza et al., (2009)
describieron que el ECP incrementd el porcentaje de vacas lecheras en celo dentro de las
48 h, las cuales ovularon antes y son menos sincronizadas comparadas con vacas sin celo
prematuro, y ademas reportaron que existe una mayor variabilidad al momento de pico de
LH en vacas tratadas con ECP en relacion con las tratadas con GnRH. Uslenghi et al.,
(2014) encontraron una mayor variabilidad en el momento de la ovulacion en vacas de

carne tratadas con ECP que las tratadas con EB a las 24 h de la remocion del dispositivo.

Stevenson et al. (2004) en un experimento realizado sobre 119 vacas de leche
obtuvieron una mayor cantidad de vacas en celo tratadas con ECP que en aquellas que
fueron tratadas con GnRH y reportaron que los intervalos entre el estro y ovulacién y el
intervalo desde el inicio del pico preovulatorio de LH hasta la ovulacion son similares
después de la aplicacion GnRH o de ECP, lo que sugiere que el inicio del celo y el
aumento de LH son eventos casi simultaneos. De hecho, con los programas de
inseminacién artificial el diametro del foliculo dominante, la suplementacién con ECP y la
manifestacion del comportamiento del celo se han correlacionado positivamente con el
éxito de las prefieces (Sa Filho et al., 2010, 2011). Estos autores encontraron que las vacas
que mostraron celo tenian una mayor tasa de prefiez (58,5%; 203/347; P<0,0001) que las
vacas que no mostraron celo (32,1%; 62/193). Ademas, encontraron una mayor presencia
de celo (P<0,0001) en las vacas que recibieron el tratamiento con ECP en el momento del
retiro del dispositivo (ECP=78,7%; 140/178 y ECP+GnRH=72,7%; 125/172) comparado
con aquellas vacas que recibieron solo el tratamiento con GnRH en el momento de la IATF
(43,2%; 82/190). Las vacas que fueron tratadas con ECP (56,2%; 100/178) o ECP mas
GnRH (52,9%; 91/172), también tuvieron mayor tasa de prefiez a la IATF que las vacas
tratadas s6lo con GnRH (39,0%; 74/190).

Otros trabajos incorporaron protocolos de sincronizacion que utilizan la GnRH para

sincronizar la onda folicular y/o sincronizar la ovulacion. En estos programas el rol de
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mayor importancia acerca de esta hormona ha sido la de sincronizar la ovulacion (Hinshaw
et al., 1999). Estos tratamientos que incorporan la GnRH se efectGan insertando un
dispositivo con P4 entre los Dias 0 y 7; se coloca GnRH en los Dias 0 y 9 y las vacas
reciben una dosis luteolitica de PGF2a cuando se remueve el dispositivo con Ps. Luego
todos los animales que generan un CL en el Dia 16 (7 dias después de la segunda GnRH)
son utilizados para recibir un embrién producido in vivo o in vitro. Ademas, también en
estos protocolos se puede utilizar eCG para estimular el desarrollo folicular (Mayor et al.,
2008).

Otro tratamiento de TETF también utilizado ha sido el de la reduccion del periodo
de dominancia del foliculo ovulatorio (retirando el dispositivo con progesterona 5 dias
después de la insercion) y el aumento del tiempo de proestro (periodo entre la remocion del
dispositivo y la ovulacién) y que ha mejorado la prefiez por IATF (Bridges et al., 2008).
Este tratamiento denominado Co-Synch de 5 dias ha resultado en una proporcion
comparable de receptoras de embriones aptas para ser transferidas y similares tasas de
concepcidn que los protocolos que utilizan estradiol y dispositivos de P4 por 7 u 8 dias (B6
et al., 2012b).

En un trabajo reportado por Sala et al. (2015) utilizaron el protocolo de
sincronizacién Co-Synch en 520 vaquillonas Holstein como receptoras las cuales
recibieron un embrion in vitro el dia de la TETF y lograron una tasa de aprovechamiento
que alcanzo el 87,3% (309/354) y una tasa de prefiez del 43,4%. Este protocolo incremento
la tasa de utilizacion de las receptoras (transferidas/tratadas) sin afectar los porcentajes de
prefiez por embrién transferido cuando se compard con un programa de PGFa mas
deteccion de celo. Ademas, con este tratamiento el incremento en la tasa de utilizacion

resulto en un aumento en el porcentaje de prefiez por animal tratado (+20,0%).

Un beneficio importante de este protocolo es que tiene la misma duracion que el
protocolo de superovulacion, por ende, se pueden iniciar receptoras y donantes de
embriones in vivo al mismo tiempo. En este tratamiento se inician las vacas con un
dispositivo de P4y GnRH, en el Dia 5 se retira el dispositivo y se colocan dos dosis de

PGF2a con intervalo de 12 h y 400 Ul de eCG en el momento del retiro del dispositivo.
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Luego, 72 h mas tarde desde el retiro de los dispositivos, se coloca otra dosis de GnRH.
Todos animales que tienen un CL en la Dia 15 (7 dias después de la segunda GnRH) son
transferidos con embriones producidos in vivo o in vitro (B0 et al., 2015a). Ademas, otra
variable con este protocolo de sincronizacién para realizar TETF con embriones in vitro es
la de no colocar GnRH en el Dia 0 y de esta forma se evita un encierre menos de los
animales, ya que la dosis luteolitica que se requiere seria solo efectuada en el momento de

la remocion del dispositivo de P4 (Sala et al., 2016).

Desde hace algunos afios de la Mata y B6 (2012) reportaron un nuevo tratamiento
de sincronizacién para vaquillonas de carne en programas de IATF, con resultados muy
favorables y con tasas de prefiez méas altas que con las obtenidas en los protocolos
tradicionales con ECP (B0 et al., 2016). A este protocolo se le denomind J-Synch vy el
mismo utiliza 2 mg de EB y un dispositivo con P4 en un periodo de 6 dias, reduciendo de
esta manera el periodo de dominancia del foliculo. Luego se administra GnRH para inducir
la ovulacién a las 72 h desde la remocién, y priorizando el proestro. Los resultados
demostraron que el protocolo J-Synch es un tratamiento eficiente para sincronizar la
ovulacidn en vaquillonas para carne de manera similar al protocolo Co-Synch de 5 dias (de
la Mata y B6 2012; Ré et al., 2014; de la Mata et al., 2015).

Menchaca et al. (2015) reportaron la utilizacion con éxito del protocolo J-Synch
con la adicién de 400 Ul de eCG en la sincronizacion de vacas receptoras cruza Hereford
que recibieron embriones sexados producidos in vitro. En este trabajo las receptoras fueron
tratadas con el tratamiento J-Synch + 400 Ul de eCG y con un tratamiento convencional
con dispositivos con P4 y EB al inicio y PGFo mas ECP y 400 UI de eCG de forma
aleatoria. Los embriones fueron transferidos en fresco en el Dia 16 o 17, resultando en una
tasa de prefiez mayor (P<0,05) el grupo J-Synch (49,3%) que en el grupo convencional
(40,9%).

Este aumento en la tasa de prefiez se cree que podria estar asociada a una
exposicion mas prolongada al estradiol endogeno producido por el foliculo dominante.
Este aumento de estradiol preovulatorio ha sido asociado por Perry et al. (2005 y 2007) y

Bridges et al. (2010) a un mayor éxito a las tasas de prefiez. Si bien el estradiol
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preovulatorio coordina varios procesos fisioldgicos que contribuyen al establecimiento y
mantenimiento de la prefiez, los cuales incluyen efectos sobre las células foliculares, el
ovocito, el transporte de gametos, la preparacion del medio uterino y dentro del foliculo
aumenta la mitosis de las células de la granulosa (Goldenberg et al., 1972); la
administracion exdgena de estradiol en hembras 24 h antes de la ovulacion inducida,
también mejora las tasas de prefiez de las hembras que ovulan foliculos pequefios (es decir,

<12,2 mm de didmetro) pero no de foliculos grandes (Jinks et al., 2013).

En los trabajos realizados por Jinks et al. (2013) demostraron que la ovulacion
inducida con GnRH a partir de pequefios foliculos dominantes estd asociada con una
menor concentracion de estradiol en la fase peri estral del ciclo, el cual tiene un impacto
negativo en el establecimiento de la prefiez de receptoras de embriones cuando son
comparadas con hembras a las cuales se les administra ECP durante el periodo
preovulatorio. Esta administracion exdgena de estradiol aumento la tasa de concepcion en
hembras que fueron inducidas para ovular foliculos dominantes mas pequefios (45,0% vs

65,0% de prefiez, respectivamente).

Importancia del celo en los programas de IATFy TETF

Para los protocolos de IATF, el momento de la inseminacion esta programado para
dar lugar a una superposicion entre el periodo de viabilidad del ovocito después de la
ovulacion y la disponibilidad de espermatozoides capacitados en la ampolla del oviducto.
Sin embargo, en el momento de IATF, hay una poblacion mixta de vacas o vaquillonas que
expresan o no signos de celo (Dickinson et al., 2016). La expresion de celo después de la
aplicacion de PGF20 o de la remocion del dispositivo de P4 y antes de la IATF ha sido
investigada por Richardson et al. (2016) quienes han reportado que la expresion de celos
aumenta el niamero de espermatozoides accesorios y mejora las tasas de fertilizacion y de
supervivencia del embrién. Por lo tanto, es asi como la expresion del celo puede impactar

fuertemente en el éxito de la prefiez.

Si bien se ha reportado que la incorporacion de los tratamientos que controlan la

dindmica folicular y la ovulacion reducen el problema de la deteccidn de celos y ofrecen
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posibilidades para la aplicacion de las biotecnologias reproductivas (IATF y TETF; BO et
al., 2015b); actualmente se conoce que hay una correlacion positiva entre la manifestacion
del comportamiento estral tanto en vacas de leche (Tschopp y B, 2015; Lima et al., 2016)
como en vacas de carne (Sa Filho et al., 2011; Frade et al., 2014) sobre la tasa de
concepcion. Estos resultados sugieren que la identificacion de estos animales con
comportamiento estral después de la remocion del dispositivo intravaginal puede ser una
herramienta Util al momento de inseminar animales. Ademas, también podria ser utilizada
en el proceso de seleccion de receptoras que tengan mayor probabilidad de quedar

prefiadas después de una TE (Frade et al., 2014).

Séa Filho et al. (2011) determinaron que la manifestacion del comportamiento estral
antes de la IA estaba asociada con foliculos ovaricos mayores, mayores concentraciones
plasmaéticas de P4 durante la fase luteal y mayores tasas de concepcion. Asi mismo Frade et
al. (2014) evidenciaron que a pesar de no encontrar diferencias entre los tamafios de los CL
de las vacas cruza Bos taurus por Bos indicus utilizadas como receptoras, la tasa de
concepcidn fue mayor en aquellas que fueron observadas en celo que en aquellas que no lo

mostraron (62,4% vs 47,0%, respectivamente).

Una manera de facilitar la deteccion de celos es mediante el empleo de dispositivos
detectores de monta o de pintura aplicada en la base de la cola al momento del retiro de los
dispositivos intravaginales (Cuatrin et al., 2011; Stahringer et al., 2011; de la Mata et al.,
2013). La pintura o la tiza en la cola son menos costosos comparados con otros
mecanismos para la deteccién del celo. La interpretacion de las marcas de pintura que se
colocan en la grupa es clave para que estos métodos sean una parte importante del
programa de deteccion de celo. La pérdida de la pintura desde el ultimo control del celo
indica que la vaca fue montada varias veces y esto su vez indica la presencia del celo en las
hembras (Stevenson et al., 2001). Esta medida permite tener identificados a aquellos
animales que no muestran celo y a los cuales se les puede inducir ovulacion del foliculo
dominante. Este foliculo dominante (>9 mm de didmetro) responde a la aplicacion de
GnRH y su ovulacion ocurre entre las 24 y 32 h posteriores (Pursley et al., 1995 y 1998;
Martinez et al., 1999 y 2002a).
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Hipotéticamente se creeria que estos animales que no han expresado celo antes de
la IA requeririan de una inyeccion con GnRH o estradiol para inducir una oleada
preovulatoria de LH y la ovulacion. Las hembras que exhiben estro antes o en el momento
de la IATF normalmente tienen un aumento espontaneo de la LH y experimentan mayores
tasas de concepcion en comparacion con aquellas que no exhiben estro (Perry et al., 2005;
Larson et al., 2006). Por lo tanto, un desafio para las biotecnologias reproductivas es
manipular el ciclo estral o la induccion de la ovulacién de tal manera que el microambiente
folicular sea éptimo para la adquisicion de la competencia ovocitaria y la programacion del

entorno materno para el establecimiento y mantenimiento del embrion gestante.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS |

Los animales que manifiestan celo en protocolos de sincronizacion luego del retiro
de los dispositivos con P4 tienen una mayor tasa de concepcion que los que no manifiestan

celo en programas de inseminacion artificial y transferencia embrionaria a tiempo fijo.

HIPOTESIS 11

La aplicacién de GnRH en animales que no manifiestan celo en protocolos de
sincronizacién aumenta la tasa de concepcion en programas de inseminacion artificial y

transferencia embrionaria a tiempo fijo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la presentacion de celos en protocolos de sincronizacién y el
tratamiento con GnRH como segundo inductor de ovulacion en los animales que no
manifiestan celo, sobre la tasa de concepcion a los programas de inseminacién artificial y

de transferencia embrionaria a tiempo fijo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar si la presentacion de celos y el tratamiento con GnRH aplicada a las 48 h
desde la remocion del dispositivo de P4 a los animales que no manifiestan celo aumenta la
tasa de concepcion en las hembras que no manifiestan celo en programas de IATF en un
protocolo de sincronizacion convencional con dispositivos con P4 y ECP como inductor de

ovulacion (Experimento 1).

Evaluar el efecto de la presentacion de celos sobre la tasa de concepcion de vacas y

vaquillonas sincronizadas con el protocolo J-Synch (Experimento 2).
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Evaluar si la presentacion de celos y el tratamiento con GnRH aplicada a las 48 h
desde la remocién del dispositivo de P4 a las vacas que no manifiestan celo, aumenta la
tasa de aprovechamiento y de concepcion de receptoras en programas de TETF
sincronizadas con un protocolo convencional con dispositivos con progesterona y ECP

como inductor de ovulacion (Experimento 3).

Comparar la tasa de aprovechamiento, la tasa de concepcion, las peérdidas
embrionarias/fetales tempranas y tardias y el efecto de la manifestacion del celo de
receptoras que son sincronizadas con un protocolo convencional con ECP como inductor
de ovulacion vs las que reciben un protocolo de proestro prolongado sin suplementacion de
ECP (J-Synch; Experimento 4).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Trabajo

Los Experimentos 1y 2 de esta tesis fueron realizados en la Estancia el Mangrullo,
ubicada en la localidad de Lavalle, provincia Santiago del Estero, Argentina y en la
Estancia Santo Domingo ubicada en la localidad de Rio Ceballos, provincia de Cérdoba.
Los Experimentos 3 y 4 fueron realizados en las Estancias y cabafias del norte de
Argentina que se mencionan: Estancia el Mangrullo, Estancia La Colonia ubicada en la
localidad de Malbran provincia de Santiago del Estero, Estancia La Cruz ubicada en el km
901 de la ruta N9 en la localidad de Rio Seco provincia de Coérdoba, Estancia Tres
Quebrachos ubicada en la localidad de Quilino provincia de Cdrdoba, Cabafa el Porvenir
localizada en Quilino provincia de Cdrdoba, Estancia A.G.D ubicada en la localidad El
Espinillo provincia de Formosa y Estancia Las Pencas ubicada en la localidad de Rio Seco,
provincia de Cérdoba. Estos campos se caracterizan por encontrarse con una altitud media
de 464 msnm con temperaturas maximas de 40 °C en verano y minimas de -5 °C en

invierno (Laura, 2007).

EXPERIMENTO 1

Se utilizaron 868 animales (530 vacas secas y 255 vaquillonas) cruza cebu por
Bonsmara, cebld por Brangus y cebl por Braford, y vacas con cria (n=83) cebu por
Brangus que fueron sincronizadas en 3 réplicas (Réplica 1; n=586. Réplica 2: n=103 y
Réplica 3: n=179). Al inicio de cada replica se realiz6 ultrasonografia transrectal (Mindray
DP 30 Vet, 7.5 MHz, China) y el criterio de inclusion de estos animales fue que tuvieran
un CL o por lo menos un foliculo > 8 mm de didmetro, una condicioén corporal entre 2,5 y
4 (escala 1 al 5) y ninguna patologia uterina detectable con ultrasonografia. En el Dia 0,
todos los animales recibieron un dispositivo intravaginal con 0,5 g de P4 (DIB 0,5; Zoetis,

Argentina) y 2 mg de EB (Von Franken S.A. Argentina). Los dispositivos fueron
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removidos a los 7 u 8 dias. En el momento del retiro todos los animales recibieron 0,5 mg
de ECP (Cipiosyn, Zoetis) mas PGF2a (0,150 mg de D+Cloprostenol; Prostaglandina, Lab.
Rio de Janeiro, Argentina) y fueron ademas pintados en la zona sacrocoxigea con 10 a 15
cm de pintura de largo por 5 cm de ancho (CeloTest, Biotay S.A., Argentina). Todos los
animales fueron observados en la manga entre las 47 y 51 h desde la remocion del
dispositivo y se determind la expresion del celo de acuerdo al porcentaje de pérdida
pintura. Los animales que mostraron celo (pérdida de la pintura >30,0%) recibieron IATF
en ese momento y las que no mostraron celo (pérdida de la pintura <30,0%; Tabla 2.1)
fueron dividas al azar para suministrarle o no GnRH (100 pg de acetato de gonadorelina;
Gonasyn gdr, Zoetis) y luego recibir IATF entre las 54 y 58 h de la remocién del
dispositivo. A su vez, se volvio a observar el porcentaje de pérdida de pintura de estos
animales en el momento de la IATF, para determinar si habian sido montados o no entre
las 48 y las 54 h. Se realiz6 el diagnostico de gestacion por ultrasonografia a los 45 dias de
la IATF. El disefio experimental se muestra en la Figura 2.1.

|IATF Manana
(47-51h)

+ GnRH

PGF2a+ Retiro
Disp+0.5mg ECP+
Pintura

Estradiol+
Disp. P4

a las vacas
vistasen celo

(ho celo

Diagnostico
de
Gestacion

|ATF Tarde (54-
56h)
Registrarlas en
celo a esta hora

Figura 2.1. Esquema de sincronizacion de celo e IATF para vacas y vaquillonas de carne seglin expresen 0 no
celo a las 48 h de la remocion del dispositivo con P4. Las hembras que no manifestaron celo a las 48 h se

dividieron aleatoriamente para recibir o no GnRH a las 48 h y ser IATF entre las 54 y 56 h.
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Tabla 2.1. Categorizacion de animales con o sin celo de acuerdo al porcentaje de pérdida
de pintura (pp) medido a través del diagnostico visual.

Observacion Porcentaje Celo
Despintadas >30,0% pp Si celo
Pintadas <30,0% pp No celo

EXPERIMENTO 2

En este experimento se utilizaron un total de 253 animales cruza cebd por
Bonsmara y Bonsmara puras, que fueron bloqueadas por categoria (vacas secas cruza
Bonsmara n=139, vacas secas Bonsmara puras n=32 y vaquillonas cruza Bonsmara; n=82).
Al inicio del Experimento se realiz ultrasonografia transrectal y el criterio de inclusion de
estos animales fue que tuvieran un CL o por lo menos un foliculo > 8 mm de diametro, una
condicion corporal entre 2 y 4 (escala 1 al 5) y ninguna patologia uterina detectable con
ultrasonografia. Se utilizé un protocolo de sincronizacion conocido como J-Synch. Para
ello los animales fueron examinados en el Dia 0 por ultrasonografia y recibieron la
aplicacion de dispositivos intravaginales con 0,5 g de P4 (Procrear Synkro™ 0,5 g, Proagro
S.A., Argentina) y 2 mg de EB (Benzoato de Estradiol, Synkro™). Los dispositivos fueron
removidos 6 dias después y recibieron la aplicacion de PGF.a (0,150 mg de
D+Cloprostenol, Synkro®). En ese momento todos los animales fueron pintados (10 a 15
cm de largo por 5 cm de ancho) sobre la zona sacrocoxigea como en el Experimento 1.
Luego de 72 h desde la remocion desde dispositivo todos los animales recibieron GnRH
(10,5 pg de acetato de Buserelina; Synkro™). El diagnéstico del celo fue realizado igual
que en el Experimento 1. Los animales despintados fueron IATF entre las 61 y 66 h y los
animales que no mostraron celo recibieron IATF entre los 69 y 72 h. Las vaquillonas
(n=82) en el Dia 6 fueron ademas subdivididas para recibir o no 300 Ul de eCG
(Novormdn 5000, Zoetis S.A., Argentina).
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EXPERIMENTO 3

Se utilizaron un total de 729 animales (vacas secas cruza cebu por Bonsmara n=144
y cruzas Brangus y Braford n=585) que fueron sincronizadas en 7 réplicas (Réplica 1:
n=144. Réplica 2: n=55. Reéplica 3: n=53. Réplica 4: n=200. Réplica 5: n=78. Réplica 6:
n=135. Réplica 7: n=64). Como en los experimentos anteriores, al inicio de cada réplica se
realizd ultrasonografia transrectal y el criterio de inclusion de estos animales fue que
tuvieran un CL o por lo menos un foliculo > 8 mm de didmetro, una condicion corporal
entre 2,5y 4 (escala 1 al 5) y ninguna patologia uterina detectable con ultrasonografia. En
el Dia 0 todos los animales recibieron un dispositivo con 0,5 de P4 (DIB 0,5 g, Zoetis S.A.,
Argentina) mas 2 mg de EB (Gonadiol, Zoetis). En el Dia 8 se efectud el retiro de los
dispositivos y se administré 400 Ul de eCG (Novormon 5000, Zoetis) mas 0,5 mg de ECP
(Cipiosyn, Zoetis) y 500 pg de Cloprostenol (Ciclase, Zoetis). Ademas, todas las vacas
fueron pintadas con una linea de 12 a 15 cm de largo por 5 cm de ancho sobre la zona
sacrocoxigea como en los experimentos anteriores. A las de 48 h desde la remocion de los
dispositivos se pasaron todas las vacas por la manga y se realiz6 el diagnéstico del celo
igual que los experimentos anteriores. Los animales que mostraron celo fueron registrados
y los que no mostraron celo fueron divididos al azar para recibir o no GnRH (100 pg de
acetato de gonadorelina, Gonasyn gdr, Zoetis), y entre las 56 y 58 h se volvio a controlar la
manifestacion del celo. Luego de 7 dias se realizd ultrasonografia para diagnosticar y
seleccionar animales con CL >18 mm de diametro (Grado 1), > 16 a 17.9 mm de diametro
(Grado 2) y <15.9 mm hasta 14 mm de diametro (Grado 3) que recibieron TETF con
embriones producidos in vivo y congelados/descongelados en etilenglicol 1.5 M o con
embriones producidos in vitro frescos (Figura 2.2) y ademas se controld la condicion

corporal en ese momento.
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Figura 2.2. Esquema de sincronizacion y tratamientos utilizados sobre hembras que recibieron un embrién in
vivo o in vitro en el dia de la TETF. Todos los animales sin celo a las 48 h de remocién del dispositivo de P4

fueron divididos aleatoriamente para recibir o no GnRH.

EXPERIMENTO 4

Se utilizaron un total de 403 vacas primiparas secas cruza cebU por Brangus
(n=205) y Braford (n=198). Como en los experimentos anteriores, al inicio del
experimento se realiz6 ultrasonografia transrectal y el criterio de inclusion de estos
animales fue que tuvieran un CL 0 por lo menos un foliculo > 8 mm de diametro, una
condicion corporal entre 2,5y 4 (escala 1 al 5) y ninguna patologia uterina detectable con
ultrasonografia. En el Dia 0 todos los animales recibieron un dispositivo con 0,5 g de P4
(DIB 0,5 g, Zoetis) mas 2 mg de EB (Gonadiol, Zoetis). El total de receptoras fue dividido
en forma aleatoria para recibir uno de dos tratamientos de sincronizacion. ElI Grupo 1
recibi6 un tratamiento de sincronizacion igual que en el Experimento 3; en el cual al Dia 8
se removieron los dispositivos intravaginales y se aplicé 500 ug de Cloprostenol, 0,5 mg
ECP, 400 Ul eCG vy pintura sobre la zona sacrocoxigea. Los animales del Grupo 2
recibieron un tratamiento de sincronizacion J-Synch similar al Experimento 2; en el cual al
Dia 6 se removieron los dispositivos intravaginales y se aplicd 500 pg de Cloprostenol,
400 Ul eCG y pintura. Todas las vacas sin celo al Dia 10 (48 h) en el Grupo 1y al Dia 9
(62 h) en el Grupo 2 recibieron GnRH (100 pg de acetato de gonadorelina, Ovurelin,
Bayer, Nueva Zelandia). Posterior al tratamiento con GnRH se controld la manifestacién

del celo igual que en lo experimentos anteriores, entre las 54 y 56 h para el Grupo 1y entre
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las 70 y 72 h en el Grupo 2. Ademas, todas las vacas recibieron un embrion producido in
vitro mediante TETF 7 dias posterior a la manifestacion del celo para ambos grupos.

ULTRASONOGRAFIA

Al inicio de cada experimento se realizé ultrasonografia transrectal de tiempo real
con transductor lineal 7.5 MHz (Mindray® DP 30 Vet, Shenzhen, China), con el fin de
determinar que animales en ese momento se encontraban aptos para el inicio de las
sincronizaciones, verificacion de estructuras ovaricas y descartar animales con problemas
reproductivos (solo foliculos <8 mm de diametro, Uteros caidos, cervicitis). Por tal efecto,
para el desarrollo de los Experimentos se utilizaron animales con presencia de CL o
foliculos grandes (FG) >8 mm de didmetro. Para los Experimentos 1 y 2 se realiz6
ultrasonografia para diagndstico de gestacion a los 30 dias post IATF. Para los
Experimentos 3 y 4 se realizo ultrasonografia para diagnostico de gestacion a los 23 dias
de la siembra de los embriones, considerando los 7 dias de vida con el que el embrion fue
transferido. Ademas, en los Experimentos 3 y 4 las receptoras fueron examinadas por
ultrasonografia a los 7 dias posteriores al celo o de la administracion de GnRH en las que
no tuvieron celo. En ese momento se midieron los CL presentes, tomando el promedio del
ancho y el largo del CL en mm (Perry and Cushman, 2016). Todas las receptoras con CL
>14 mm de didmetro recibieron un embrién en el cuerno ipsilateral al mismo. Los CL
fueron clasificados de acuerdo a su didmetro en CL grado 1 >18 mm, grado 2 <18 y >16
mm y grado 3 >14 mm (Pelizzari et al., 2015). La cantidad de receptoras que respondieron
al tratamiento de sincronizacion con un CL >14 mm fue dividida por el total de receptoras

sincronizadas y con eso se obtuvo la tasa de aprovechamiento (TA).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante el procedimiento de modelos lineales
generalizados y mixtos (MLGM) para familia de datos binarios (0 vacia y 1 prefiada) con
enlace logit, para determinar la influencia de las distintas variables y sus interacciones

sobre la tasa de concepcion. Se utiliz6 un alfa 0,05 para determinar diferencias
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significativas y 0,10 como valor de tendencia. Todos los datos se analizaron con el paquete
estadistico de InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). Para los Experimentos 1 y 2 fue
considerada como variable dependiente o regresora la concepcion (1=prefiada, 0=vacia),
como efecto fijo se consideré al Celo, GnRH, condicion corporal, categoria del animal
(Vaca, vaca con cria y vaquillona), raza animal, estructura ovérica en el Dia 0 (CL o Fol >
8 mm de diametro) y sus interacciones. Como efectos aleatorios se consideraron las
réplicas, la identificacion animal y los operarios. Para verificar que modelo fue el mas
adecuado se tuvo en cuenta los valores de AIC y BIC. EI modelo escogido en cada
experimento fue aquel que tuviera AIC y BIC menores para todos los experimentos. AIC
hace referencia al criterio de Akaike y BIC al Criterio Bayesiano de Informacion (Di
Rienzo et al., 2017). Cuando las diferencias fueron significativas se procedié a realizar
comparaciones mediante LSD Fisher. Para los Experimentos 3 y 4 la variable respuesta fue
la tasa de aprovechamiento y la tasa de concepcidn. Se consider6 como una covariable a la
medida de los CL y como efectos fijos a: Celo, GnRH, condicion corporal, categoria del
animal, estructura ovarica en el Dia 0, grado del CL, lado de la de la transferencia
embrionaria, calidad de la transferencia, tipo de embridn y sus debidas interacciones. Se
tuvo en consideracion como efectos aleatorios a las réplicas, la identificacion animal y los
operarios. Cuando las diferencias fueron significativas se procedid a realizar

comparaciones mediante LSD Fisher.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

La tasa de concepcion en este experimento fue del 54,0% (467/868). Los resultados
analizados demuestran que se encontraron diferencias significativas entre los animales que
estaban despintados (en celo) a las 48 h desde la remocion en comparacion con los que no

mostraron celo en ese momento (P=0,04; Tabla 3.1).

Ademas, se encontré también una interaccion entre la condicion corporal de los
animales y la presencia o no del celo a las 48 h del retiro de los dispositivos intravaginales
sobre la tasa de concepcion (Figura 3.1; P=0,02). Esta interaccion fue atribuida a que
cuando se inseminaron animales con condicion corporal <2 y >4; el celo, tuvo un efecto

significativo sobre la tasa de concepcion.

Tabla 3.1. Tasa de concepcién en funcién de la presentacion del celo a las 48 h desde la

remocion del dispositivo y porcentaje de vacas en celo.

Celo n Prefiadas Concepcion Tasa de celo
Si celo 666 371 56,0% * 77,0%
No celo 202 96 48,0% ° 23,0%

a |_os porcentajes con superindice distintos difieren significativamente (P=0,04)
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Figura 3.1. Tasa de concepcién en funcién de la condicion corporal al momento de la IATF y de la

presentacion del celo a las 48 h desde el retiro de los dispositivos de P4 (=DE). *Las columnas difieren

significativamente (P<0,02). Vacas con condicion corporal < 2 y > 4 son significativamente distintas debido

a la manifestacion o no del celo.

No se encontraron diferencias entre las categorias vacas secas, vacas con cria y

vaquillonas (P=0,45; Figura 3.2), y tampoco hubo diferencias significativas entre duracion

de tratamiento (7 u 8 dias de dispositivos de P4), condicion corporal, operario, réplicas y

toros utilizados (P>0,22).
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Figura 3.2. Tasa de concepcion en funcion de la categoria animal. Los porcentajes no difieren

significativamente (P>0,05).
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Considerando solo los animales que no manifestaron celo (pintadas) a las 48 h, la tasa
de concepcion fue mayor (P<0,01) en las que se despintaron entre las 48 y 56 h (71/124;

57,2%) que las que no se despintaron en ese periodo de tiempo (25/78; 32,0%; Figura 3.3).

601
501 71/124
401
301 25/78

201

% de Concepcién

104

Sicelo 56 h No celo 56 h

Figura 3.3. Tasa de concepcidn en funcién de la expresion del celo entre las 48 y 56 h en las vacas que no
estaban en celo a las 48 h desde la remocion del dispositivo con P4. 2 Superindices distintos dentro de las

columnas indican diferencias significativas (P< 0,01).

Asimismo, en las Figuras 3.4 y 3.5 se muestra que la tasa de concepcién fue mayor en
los animales que recibieron GnRH (58,4%; 66/113; P=0,004) que en los que no recibieron

(33,7%; 30/89), sin encontrar una interaccion significativa entre GnRH y celo (P=0,49).
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201
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Con GnRH Sin GNRH
Figura 3.4. Tasa de concepcion en funcion de la aplicacion de GnRH en animales que no expresaron celo a
las 48 h de retiro de los dispositivos con P4. 2 Superindices distintos dentro de los cuadrados indican

diferencias significativas (P<0,004).
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No obstante, al analizar cada combinacion posible (celo si 0 no y GnRH si 0 no), los
animales que mostraron celo y recibieron GnRH fueron las que méas se prefiaron y las que
no mostraron celo y no recibieron GnRH fueron las que se prefiaron menos (P<0,01;
Figura 3.5).
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Figura 3.5. Tasa de concepcion luego de la aplicacion de GnRH segln presencia o ausencia de celo a las 60 h

¢ | etras distintas a la derecha de cada columna indican diferencias significativas (P<0,01).

También se analizd el impacto que tiene la pérdida de dispositivos durante el
tratamiento de sincronizacion (Tabla 3.2). Si durante el tratamiento de sincronizacion los
dispositivos por algin motivo se pierden los resultados de la tasa de concepcién son del
32,0% (8/25), mientras que si la aplicacion de los dispositivos es exitosa los porcentajes de
concepcién alcanzados son del 54,4% (459/843; P=0,028). La tasa de pérdida de

dispositivos con P4 fue del 2,8%.

Tabla 3.2. Impacto de la pérdida de los dispositivos con P durante el tratamiento de

sincronizacién de vacas y vaquillonas sobre la tasa de concepcion a la IATF.

Pérdida N Prefiadas Concepcidn
dispositivos
Si 25 8 32,0%
No 843 459 54,4 P

3 Syperindices distintos dentro de la misma columna difieren estadisticamente (P=0,028).
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Por altimo, no se encontrd un efecto significativo de estructura ovarica en el Dia 0
(Tabla 3.3). Tampoco diferencias entre los campos y toros utilizado sobre las tasas de

concepcion (P=0,45).

Tabla 3.3. Tasa de concepcion en funcion de la estructura ovarica al inicio del tratamiento

(Dia 0) de sincronizacion a la IATF.

Estructura ovérica N Prefiadas Concepcidén
ConCL 586 322 55,0%
Sin CL (Fol >8 mm) 282 145 51,4%

Los porcentajes no difieren significativamente (P=0,45)

EXPERIMENTO 2

La tasa de concepcidn alcanzada en este experimento fue del 62,5% (158/253). Los
resultados analizados demuestran que se encontraron diferencias significativas entre los
animales que estaban despintados (en celo) a las 60 h en comparacion con los que no
mostraron celo en ese momento (P<0,04; Tabla 3.4) y entre las categorias vacas secas,

vacas secas puras y vaquillonas (P<0,02; Tabla 3.5).

Tabla 3.4. Tasa de concepcion en funcion de la presentacion del celo y porcentaje de vacas

en celo a las 60 h desde la remocién del dispositivo con Pa.

Expresion de Celo N Prefiadas Concepcion Tasa de celo
Si Celo 169 113 67,0% @ 66,8%
No Celo 84 45 53,0% " 33,2%

a porcentajes con superindice distintos difieren significativamente (P<0,04)
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Tabla 3.5. Tasa de concepcion en funcién de la categoria animal. Resultados generales.

Categoria n Prefiadas Concepcidén
Vacas secas Bonsmara puras 32 16 50,0% 2
Vacas secas cruza Bonsmara 139 95 68,3%"
Vaquillonas cruza Bonsmara 82 47 57,3% "
Total 253 158 62,5%

a porcentajes con superindice distintos difieren significativamente (P<0,02)

También se encontraron diferencias significativas cuando se analizé la utilizacion
de la eCG en la categoria vaquillonas (P<0,05; Tabla 3.6). Las vaquillonas que recibieron

eCG tuvieron una tasa de concepcién 20,0% mayor que las que no recibieron eCG.

Tabla 3.6. Tasa de concepcion en funcion de la adicién de eCG en vaquillonas que
recibieron IATF.

Tratamiento n Prefiadas Concepcidén
Con eCG 39 26 66,7% ®
Sin eCG 45 21 46,7%°

a porcentajes con superindice distintos difieren significativamente (P<0,05)

Cuando se compard la tasa de concepcion entre los animales que estaban sin celo
(pintadas) a las 60 h y que, si manifestaron celo antes de la segunda IATF realizada entre
las 68 y 72 h, las diferencias no fueron significativas en comparacion con las vacas que

nunca manifestaron celo durante todo el experimento (P=0,19; Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Tasa de concepcion en funcion de la presentacion del celo a la segunda IATF

realizada entre las 68 y 72 h en los animales que no estaban en celo a las 60 h.

Expresion de Celo n Prefiadas Concepcion
Si celo (Despintadas) 39 24 62,0%
No celo (Pintadas) 45 21 47,0%

Los porcentajes no difieren significativamente (P=0,19)

35



Cuando se sumaron las vacas que alguna vez manifestaron celo independientemente
del horario, la tasa de concepcién de las que nunca manifestaron celo fue

significativamente menor en comparacion con las que si lo hicieron (P=0,01; Tabla 3.8)

Tabla 3.8. Tasa de concepcién en funcion de la presentacion del celo a la segunda IATF

realizada entre las 68 y 72 h en los animales que no estaban en celo a las 60 h.

Expresion de Celo n Prefiadas Concepcion
Si celo (alguna vez) 208 137 66,0%°?
No celo (nunca) 41 21 47,0%P

® Porcentajes con distinto superindice difieren significativamente (P=0,01)

Por altimo, no hubo un efecto significativo de estructura ovérica en el Dia 0,
condicidn corporal, inseminador y toro sobre las tasas de concepcion (Tabla 3.9; P=0,64;
Tabla 3.10; P=0,20). Ademas, no se encontraron interacciones entre las variables

estudiadas.

Tabla 3.9. Tasa de concepcion en funcion de la estructura ovarica al inicio del tratamiento

(Dia 0) de sincronizacion de vacas que recibieron IATF.

Grupo n Prefiadas Concepcion
Con CL 189 123 65,0%
Sin CL (Fol >8 mm) 64 35 55,0%

Los porcentajes no difieren significativamente (P=0,64)

Tabla 3.10. Tasa de concepcion en funcion de la condicion corporal al inicio del

tratamiento de sincronizacion.

Condicion Corporal n Prefiadas Concepcidn
2 8 4 44,0%
2.5 79 52 66,0%
3 107 66 62,0%
3.5 46 29 63,0%
4 13 7 54,0%

Los porcentajes no difieren significativamente (P=0,20)
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EXPERIMENTO 3

En los experimentos realizados en receptoras de embriones bovinos la tasa de
aprovechamiento (Aptas/Iniciadas) lograda fue del 88,1% y la tasa de concepcion
(Prefiadas/Transferidas) alcanzada fue del 46,0% (Tabla 3.11).

Tabla 3.11. Tasa de aprovechamiento y tasa de concepcién alcanzada con el protocolo de

sincronizacién para receptoras de carne.

N Aptas TETF Prefadas Tasa de Tasa de
aprovechamiento% Concepcion%
729 641 591 272 88,1 46,0

En la Tabla 3.12 se muestran los resultados del efecto del celo a las 48 h desde la
remocion de los dispositivos con Ps4. Se encontraron diferencias significativas entre las
receptoras que estaban en celo (despintadas) a las 48 h en comparacion con las que no

mostraron celo en ese momento (P=0,03).

Tabla 3.12. Tasa de concepcion en funcion de la manifestacion del celo a las 48 h desde la

remocién del dispositivo de P4 en receptoras de embriones que recibieron TETF.

Celo N Prefiadas Concepcidén Tasa de celo
Si (Despintadas) 470 224 48,0% @ 80,0%
No (Pintadas) 121 47 38,8% ° 20,0%

a porcentajes con superindices distintos difieren significativamente (P=0,03)

En la Figura 3.6 se ajustd una curva suavizada y muestra la relacion entre el
diametro del CL en las receptoras que manifestaron o no celo sobre la tasa de concepcion
(interaccién: celo 48 h x didmetro del CL; P<0,01). En las receptoras que tenian un CL >18
mm de didmetro no se encontraron diferencias en la tasa de concepcién entre las que
mostraron o no celo a las 48 h (odds ratio=1,08 + 0,02; P=0,03). Sin embargo, en las
receptoras con un CL <18 mm de diametro, las que mostraron celo a las 48 h tuvieron una

mayor tasa de concepcidn que las que no mostraron celo (odds ratio=1,40 + 0,07; P=0,03).
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Figura 3.6. Curvas suavizadas del efecto del didmetro del CL (mm) al momento de la TETF y la interaccion

con el celo a los 48 h de retiro de los dispositivos con P4. Se encontré una interaccion significativa entre el

tamafio del CL y el celo (P<0,01), debido a diferencias en las vacas con o sin celo.

En la Tabla 3.13 se muestra como la clasificacion del CL y la expresién de celos
influenciaron la tasa de concepcién. Aquellas receptoras con CL Grado 1 (> 18 mm de
didmetro) y Grado 2 (> 16 mm <17,9 mm de didmetro) tuvieron una tasa de concepcion
mayor (Grado 1: 48,8% 218/447; Grado 2: 46,9% 53/113) que aquellas que tenian un CL
mas pequefio o Grado 3 (> 14 mm <15.9 mm de diametro; 9,1% 1/11; P=0,005). En
cambio, si se analizan las receptoras que si muestran celo a las 48 h de la remocion del
dispositivo con P4 el grado del CL no tuvo un impacto significativo sobre la tasa de
concepciéon (P=0,123). Por el contrario, aquellas receptoras que no expresaron celo
tuvieron una menor tasa de concepcién las con CL Grado 2 y 3 que las con CL Grado 1
(P=0,017; Tabla 3.13).
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Tabla 3.13. Tasa de concepcion en funcion del grado del CL y la expresion de celos a las

48 h de la remocion de los dispositivos con Pg.

Receptoras >18 mm >16 'y <17,9mm >14y <159 mm Valor P=

48,9 %2 44,9 %2 14,3 %?
Con Celo 0,123
(183/374) (40/89) /7
_ 47,9 %2 29,5 %" 0 %"
Sin Celo 0,017
(35/73) (13/44) (0/4)
48,8 %2 46.9 %2 9,1 %P
Total 0,005
(218/447) (53/113) (1/11)

® Syperindice distintos indican diferencias estadisticas para porcentajes dentro de las filas y columnas.

En la Figura 3.7 se consideran solo a los animales pintados (sin celo a las 48 h) que
habian recibido o no el tratamiento con GnRH. La tasa de concepcion de los animales
pintados que no recibieron GnRH fue significativamente menor (P<0,05) que la de los que
si recibieron GnRH (12/46, 26,0% vs 34/74, 46,0%).
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Figura 3.7. Tasa de concepcidn en funcion del tratamiento con GnRH en receptoras sin celo a las 48 h de
retiro de los dispositivos con P4. ® Letras distintas dentro de las columnas indican diferencias significativas
(P<0,05).

Asi tambien, la tasa de concepcion de animales que expresaron celo entre las 48 y
58 h (26/48, 54,2%) difirio significativamente (P<0,05) de la tasa de concepcion de los

animales que nunca mostraron celo (15/43, 34,9%) y se muestra en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Tasa de concepcion en funcion de la manifestacion del celo entre las 49 y 56 h de retirado los
dispositivos con P, en vacas que recibieron TETF. ® Letras distintas dentro de las columnas indican diferencias
significativas (P<0,05).

La tasa de concepcion de los animales sin celo que recibieron GnRH no difirid
significativamente de los animales que mostraron celo (Figura 3.9). Ademas, no se
encontrd una interaccion entre la expresion de celo y el tratamiento con GnRH (P=0,11). Si
analizamos la Figura 3.9 y consideramos aquellas receptoras que no mostraron celo y que
no recibieron el tratamiento con GnRH, se puede observar que para este grupo de animales

son los gque obtuvieron una menor tasa de concepcion.
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Figura 3.9. Tasa de concepcion en funcion del tratamiento con GnRH y la manifestacién de celo entre las 56 y 58 h
desde la remocidn del dispositivo con P, ® Letras distintas dentro de las columnas indican diferencias
significativas (P<0,05).

40



En la Figura 3.10 se tuvo en cuenta el efecto de la estructura ovérica en el Dia O del
tratamiento de sincronizacion (CL vs Foliculo >8 mm de didmetro) sobre las tasas de
concepcion. Las tasas de concepcion fueron mayores (P=0,03) para las receptoras con CL
(46,8%; 268/573) que las que tenian un Foliculo >8 mm de diametro (22,2%; 4/18). De la
misma manera, cuando se analizo el efecto de la estructura ovarica en el Dia O sobre la tasa
de aprovechamiento las diferencias fueron significativas (P=0,0001), siendo més utilizadas
aquellas receptoras que en el dia del inicio de la sincronizacion tenian un CL (99,1%;

696/702) que aquellas receptoras que tenian un Foliculo >8 mm diametro (66,7%; 18/27).
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Figura 3.10. Efecto de la estructura ovérica en el Dia 0 del protocolo de la sincronizacion sobre las tasas de

aprovechamiento y concepcion en receptoras TETF (1=IC).

En la Tabla 3.14 se muestra la tasa de aprovechamiento en las receptoras que
mostraron o no celo a las 48 h. Esta fue mas alta (P=0,0001) en aquellas receptoras que
mostraron celo (93,6%; 470/502) en comparacion con aquellas que no mostraron celo
(53,3%; 121/227). Ademas, en la Tabla 3.15 se muestra que cuando las receptoras fueron
tratadas o no con GnRH, la proporcion de receptoras utilizadas fue mayor en las que
recibieron el tratamiento que las que no lo recibieron (P=0,01).
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Tabla 3.14. Tasa de aprovechamiento en receptoras de embriones sincronizadas con
dispositivos con P4 en relacion a la manifestacion de celos a las 48 h y al tratamiento con

GnRH en las que no manifestaron celo

Receptoras n Aptas Tasa de Aprovechamiento
Con Celoalas 48 h 502 497 99,0%?
Sin Celo a las 48 h 227 145 63,9%"

Con GnRH 113 82 73,0%°

Sin GnRH 114 63 55,3%

® Suyperindices distintos indican diferencias significativas para porcentajes de receptoras con y sin celo
(P=0,0001). @ Superindices distintos indican diferencias significativas para receptoras con y sin GnRH
(P=0,01). Aptas indican la cantidad de las receptoras con un CL >14 mm de didmetro.

Por ltimo, cuando se considerd solo la expresion del celo para las 56 h, no se
encontraron diferencias significativas entre la manifestacion o no del celo para este horario

sobre la tasa de aprovechamiento (P=0,45; Tabla 3.15).

Tabla 3.15. Tasa de aprovechamiento en receptoras de embriones sincronizadas con

dispositivos con P4 en relacién a la manifestacion de celos a las 56 h desde la remocion.

Receptoras N Aptas Porcentaje
Conceloalas 56 h 49 48 98,0%
Sinceloalas 56 h 46 43 93,5%

Los resultados no difieren significativamente (P=0,45)

También, se analizaron los factores relacionados con la siembra del embrion (Tabla
3.16) y las tasas de concepcion fueron mayores (P=0,01) cuando las siembras fueron
realizadas en el tercio anterior del cuerno uterino (51,2%) que cuando las siembras fueron
realizadas en el tercio medio (41,5%). No obstante, no hubo un efecto significativo en la
calificacion de la técnica por parte del operador (buena 264/571; 46,2% vs regular 8/20;
40,0%; P=0,32).
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Tabla 3.16. Tasa de concepcion en funcion del lugar de siembra de los embriones.

Siembra Transferidas Prefiadas Concepcion
Tercio anterior 275 141 51,24
Tercio medio 316 131 415°

3 Syperindice distintos indican diferencias estadisticas para porcentajes dentro de las columnas (P= 0,01).

De la misma forma fueron analizados factores relacionados con el tipo de embrién
y estadio embrionario. Cuando se tuvo en cuenta el tipo de embrion, los embriones
congelados/descongelados in vivo alcanzaron una tasa de concepcion del 42,2% mientras
que los embriones producidos in vitro lograron una tasa de concepcién del 51,0% (P=0,03;
Tabla 3.17), sin encontrarse interaccion entre el tipo de embrion y las réplicas (P=0,23). A
su vez, el estadio embrionario no afectd la tasa de concepcion para embriones in vivo e in
vitro (P=0,43).

Tabla 3.17. Factores relacionados con el tipo de embrion y el estadio embrionario.

Embrion  n Prefiadas % Estadio IETS n Prefiadas %
Invivo 332 140 42,22 4 237 103 43,4
5 76 29 38,2
6 19 8 42,1
Invitro 259 132 51,0° 5 38 16 42,1
6 88 43 48,9
7 128 71 55,5
8 5 2 40,0

® Syperindice distintos indican diferencias significativas para porcentajes dentro de las columnas (P=0,03).

En la Figura 3.11 se analiz6 la influencia de la categoria animal (vacas multiparas
secas vs vacas de segundo servicio) y la condicién corporal sobre la tasa de
aprovechamiento y la tasa de concepcion. Teniendo en cuenta la variable tasa de
concepcion, la categoria de las receptoras y la condicion corporal no influyo sobre la
misma (P=0,66), pero se encontrd una interaccion significativa (P=0,05) entre ellas. Fueron

atribuidas a una menor tasa de aprovechamiento para las vacas multiparas secas con
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condicion corporal 2,0 y 4,5 y en las vacas de segundo servicio a las con condicion
corporal de 2,5.

En los datos correspondientes a la tasa de aprovechamiento, no se encontré un
efecto de las categorias de las receptoras sobre ésta variable, pero se vio afectada por la
condicidn corporal (P=0,0001). Las receptoras con condicion corporal 2,0 y las receptoras
con condicion corporal 4,5 tuvieron una tasa de aprovechamiento <75,0%. Ademas, no se
encontré una interaccion (P=0,68) entre la categoria de las receptoras y la condicién

corporal (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Efecto de la categoria de la receptora y la condicion corporal sobre la tasa de concepcion y la tasa de

aprovechamiento. (T==I.C). Linea de color verde: Datos de tasa de aprovechamiento, las columnas por debajo de la
linea verde indican diferencias significativas (P=0,0001). Linea de color rojo: Datos de tasa de concepcién, columnas por
debajo de la linea indican diferencias significativas (P=0,05). VVS=vacas multiparas secas; VSS=vacas de segundo

servicio.

En la Figura 3.12 se representan los resultados de las 7 réplicas de trabajo. La tasa
de concepcion no se vio afectada (P=0,13), pero si se encontraron diferencias significativas
(P=0,0001) sobre la tasa de aprovechamiento, siendo menores las réplicas 1, 2 y 3 que las
4,56y7.
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Figura 3.12. Tasa de aprovechamiento y tasa de concepcion por replica de trabajo. (T==IC). Linea horizontal de color
negra: Las columnas por debajo de la linea de corte indican diferencias significativas para datos de tasa de
aprovechamiento (P=0,0001). Las columnas blancas no difieren significativamente (P=0,13).

EXPERIMENTO 4

La tasa de concepcion alcanzada en este experimento fue del 37,8% y no se
encontraron diferencias significativas entre ambos protocolos de sincronizacion (P=0,43;
Tabla 3.17), pero si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos sobre la
tasa de aprovechamiento (90,0% Convencional vs 83,5% J-Synch; P<0,05; Tabla 3.18).

Tabla 3.18. Tasa de aprovechamiento, tasa de concepcion y de prefiez en receptoras de

embriones que son sincronizadas con dos protocolos para recibir TETF.

Protocolo Tasa de Aprovechamiento Tasa de Concepcion  Tasa de Prefiez

J-Synch 83,5%? (172/206) 39,0% (67/172) 32,5% (67/206)
Convencional 90,0%" (180/201) 36,6% (66/180) 32,8% (66/201)
Total 86,5% (352/407) 37,8% (133/352)  32,7% (133/407)

% Superindices distintos difieren significativamente (P<0,05).

No se encontraron diferencias significativas entre los animales que estaban en celo
(despintados) a las 48 h del grupo Convencional y 60 h en el grupo J-Synch en

comparacion con los que no mostraron celo en ese momento sobre la tasa de concepcion
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(P=0,12; Tabla 3.19). Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre el total de
receptoras en celo vs las sin celo para ese momento (P=0,40; Tabla 3.19).

Tabla 3.19. Tasa de concepcion en funcion de la manifestacion de celo a las 48 h en las

receptoras del grupo Convencional y 60 h en las del grupo J-Synch.

Grupo Convencional 48 h J-Synch 60 h Total
Si Celo 38,2% 40,0% 39,0%
(55/144) (55/138) (110/282)
No Celo 30,5% 35,3% 32,9%
(11/36) (12/34) (23/70)
Tasa de celo 80,0% 80,0% 80,0%
(144/180) (138/172) (282/352)

Los porcentajes no difieren significativamente (P>0,12).

Cuando se compard la tasa de concepcion entre los animales que estaban sin celo a
las 48 h en el grupo Convencional y 60 h en el grupo J-Synch y que, si manifestaron celo
para las 54 y 72 h respectivamente, las diferencias no fueron significativas en comparacion

con las vacas que no manifestaron celo (P=0,69; Tabla 3.20).

Tabla 3.20. Tasa de concepcion en funcién de la manifestacion de celo correspondiente a
las 54 h en las del grupo convencional y 60 h en las del grupo J-Synch.

Grupo Convencional 54 h J-Synch 72 h Total

Si Celo 38,9% 41,1% 40,0%
(7/18) (7/17) (14/35)

No Celo 22,2% 29,4% 25,7%
(4/18) (5/17) (25,7%)

Los porcentajes no difieren significativamente (P=0,69).

Cuando se tuvo a consideracion la tasa de concepcion de las receptoras que en
alguna ocasion mostraron celo independientemente del horario en comparacion con las que
nunca mostraron celo, la tasa de concepcion no difirié entre los tratamientos (P=0,11,;
Tabla 3.21). EI 90,0% de las receptoras en ambos tratamientos de sincronizacion mostraron
celo independientemente del horario, cuando se tuvo en cuenta este total de receptoras sin

importar el tratamiento de sincronizacion se encontraron diferencias significativas entre la
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tasa de concepcién de las que alguna vez manifestaron celo en comparacion con las que
nunca lo hicieron (P=0,05; Tabla 3.21).

Tabla 3.21. Tasa de concepcién en funcion de la manifestacion de celo y efecto del total de

celo sin considerar los tratamientos de sincronizacion.

Grupo Convencional J-Synch Total
Si Celo 38,3% 40,0% 39,1%?
(62/162) (62/155) (124/317)
No Celo 22,2% 29,4% 25,7%"
(4/18) (5/17) (9/35)

| _os porcentajes difieren significativamente (P=0,05)

Ademas, no hubo un efecto de los tratamientos de sincronizacion (P=0,30) sobre las
pérdidas embrionarias entre los 30 y 60 dias de gestacion, ni las pérdidas fetales entre los
60 dias y el parto. Pero cuando se tuvo en consideracion la expresion del celo, las vacas
que no lo manifestaron tuvieron una mayor tasa de pérdidas embrionarias/fetales
tempranas entre los 30 y 60 dias (P=0,004) y consecuentemente una menor tasa de

concepcidn a los 60 dias y de paricion (P=0,01; Tabla 3.22).

Tabla 3.22. Tasa de mortalidad embrionaria/fetal temprana, tasa de mortalidad fetal, tasa

de concepcidn y tasa final de paricion en funcion de la manifestacion del celo.

Grupo Tasa de Mortalidad Tasa de Mortalidad Tasa
concepcién embrionaria/fetal concepcion fetal final de
(30 dias) temprana (30-60 (60 dias) (60 diasal paricion

dias) parto)

Si Celo 39,1%° 5,6%*? 37,0%? 20,5%° 29,3%?
(124/317) (7/124) (117/317) (24/117) (93/317)

No Celo 25, 7% 66,7%" 8,6%" 66, 7% 2,9%"

(9/35) (6/9) (3/35) (2/3) (1/35)

- 38,0% 9,8% 34,1% 21,7% 26,7%

ota

(133/352) (13/133) (120/352) (26/120) (94/352)

a |_os porcentajes difieren significativamente (P=0,004)
°d |_os porcentajes tienden a diferir (P=0,06)

Por altimo, no hubo un efecto de estructura ovarica en el Dia 0, condicion corporal
y operario sobre las tasas de concepcion (P=0,12) y tampoco se encontraron interacciones.
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados alcanzados en esta tesis permiten aceptar las dos hipotesis planteadas
acerca de que los animales que manifiestan celo después del retiro de los dispositivos con
P4 tienen una mayor tasa de concepcion que los que no manifiestan celo en programas de
IATF y TETF, y que el tratamiento con GnRH a las vacas que no manifiestan celo también
aumenta significativamente la tasa de concepcién a la IATFy TETF.

En general se considera que un 50,0% de concepcion en promedio en los programas de
IATF es un resultado aceptable teniendo en cuenta que esto se logra en un dia de
inseminacién y sin la necesidad de detectar celo (B6 et al., 2016). Los resultados en el
Experimento 1 alcanzaron un 54,0% de concepcion. En este experimento se efectuaron
sincronizaciones con el fin de evaluar si la presencia del celo influenciaba el porcentaje de
concepcidn alcanzado. Las vacas que mostraron celo tuvieron una tasa de concepcion de
56,0% Yy las que no mostraron celo alcanzaron un 47,5% de tasa de concepcién. Estos
resultados son similares a los reportados por Thomas et al. (2014) en un trabajo realizado
en vaquillonas de carne, donde el porcentaje de concepcion de los animales en celo a la IA
fue mas alto (52,0%) que aquellos sin celo en ese momento (34,0%) y a los reportados por
Sa Filho et al. (2011) donde se evalud la importancia de la manifestacion del celo en la
respuesta ovarica y la tasa de concepcion en vacas Nelore. En este estudio las vacas que
mostraron celo obtuvieron una tasa de concepcion 26,4% mayor (58,5%) que las vacas que
no mostraron celo (32,1%). El porcentaje de vacas en celo a las 48 h de remocién de los
dispositivos fue del 76,7%, similar a los reportados por Sa Filho et al. (2011) en las vacas
que recibieron el tratamiento con ECP en el momento de la remocion del dispositivo
(78,7%), mientras que cuando se tuvo en consideracion el porcentaje total de celo
alcanzado el dia de la inseminacion (periodo comprendido desde las 48 hasta las 56 h) el

porcentaje de vacas en celo es mayor en el Experimento 1 (91,0%).

Uno de los factores que influye sobre la tasa de concepcion es la condicién corporal

de los animales al inicio del tratamiento de sincronizacién y es ahi donde recae su
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importancia (Nasser et al., 2011; Randi et al., 2017). En el Experimento 1 se asocio una
interaccion significativa del celo y la condicion corporal de los animales. La tasa de
concepcidn en vacas con una buena condicion corporal no fue afectada por la expresion del
celo, la tasa de concepcion sin importar la manifestacion del celo superé en estos animales
el 45,0%. Pero cuando la condicién corporal no era buena (<2) la tasa de concepcion se vio
afectada por la manifestacion del celo con resultados menores al 38,0%. Estos resultados
son comparables con los resultados encontrados por Cutaia et al. (2003) en donde la tasa de
concepcidn fue afectada por la condicidn corporal. Las vacas con buena condicion corporal
(>2,5) tuvieron una mayor tasa de concepcion (>52,3%) que las vacas con baja condicion
corporal (<2,0; <46,5%). Asi mismo los resultados de la tasa de concepcién teniendo en
cuenta la categoria animal (vacas secas, vacas con cria y vaquillonas) son similares a los
reportados por Cutaia et al. (2003) cuando realizaron IATF sobre estas mismas categorias
en campos comerciales (Vaca seca: 48,0%; Vaca con cria: 55,9%. Vaquillonas: 48,0%).
En este trabajo ademé&s lograron evidenciar que la condicion corporal es el factor méas
determinante que afecta la tasa de concepcion en un programa de IATF. Los resultados
pueden oscilar desde alrededor del 28,7% en vacas con cria y con una condicion corporal

de 2,5 y un méaximo de 75,0% en vaquillonas con una condicién corporal de 3.

En trabajos realizados por Sa Filho et al. (2011) donde evaluaron la eficiencia de la
utilizacion de GnRH en el momento de la IATF para aumentar la tasa de concepcion de
aquellas vacas que no manifestaron celo después de un protocolo de sincronizacion, los
resultados demostraron que no hubo un efecto positivo del uso de la GnRH en las vacas
que no mostraron celo. Probablemente en este trabajo la GnRH no mejord
significativamente las tasas de concepcion porque todas las vacas recibieron IATF a las 48
h a diferencia de los trabajos de esta tesis en que la IATF de las vacas que no mostraron
celo fue diferida entre 6 y 8 h después de la administracion de GnRH. Estas diferencias tal
vez sean debido a que las vacas ovulan recién a las 30 y 36 h después de la GnRH (Pursley
et al., 1998), lo que requiere una permanencia de los espermatozoides por un periodo largo
de tiempo. En cambio, Zabala et al. (2013a, 2013b y 2013c) realizaron otros trabajos con el
objetivo de determinar si era posible aumentar la tasa de concepcién de las vacas que no
muestran celo y que reciben GnRH a las 48 h de la remocion del dispositivo atrasando la

IATF 6 a 8 h después de la GnRH en lugar de hacerla en ese momento. En estos trabajos
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los porcentajes de concepcion fueron similares entre las vacas que mostraron celo a las 48
h y que recibieron IATF en ese momento con las que no mostraron celo y recibieron IATF
mas tarde. Sin embargo, por temas de disefio experimental quedd como duda si los
resultados obtenidos eran influenciados por una IATF mas retardada o por el tratamiento
con GnRH. En cambio, en el Experimento 1 las vacas que no mostraron celo a las 48 h
posteriores al retiro del dispositivo recibieron GnRH en ese momento y luego recibieron
IATF 6 a 8 h més tarde ya que hipotéticamente estas vacas ovularian recién a las 30-36 h
después de la GnRH (Pursley et al., 1998). Datos recientes realizados en vacas lecheras
(Tschopp y B6, 2015) han demostrado un atraso en el horario de ovulacion (60 a 96 h) de
las vacas que no manifiestan celo a las 48 h desde la remocién del dispositivo, lo que
indicaria que en vacas lecheras es conveniente realizar una division en el horario de la
IATF cuando se utiliza ECP como inductor de ovulacion. Esta division de la IATF, el
atraso en el horario de inseminacion y la aplicacion de GnRH en hembras que no
manifiestan celo aumentd la tasa de concepcién en estos trabajos (53,0%) cuando se los
compard con una IATF a las 48 h en vacas sin manifestacion de celo en ese momento
(19,0%). Por otra parte, Cuervo et al. (datos no publicados 2017) en vacas Hereford
determinaron que las hembras que no mostraron celo ovularon a las 86 h y las que no

mostraron celo pero que recibieron GnRH lo hicieron a las 78 h.

Ademas de las diferencias entre las vacas que mostraron celo o no, se obtuvo una
tasa de concepcidn significativamente mayor en las vacas que no mostraron celo pero que
recibieron GnRH (58,4%) que aquellas que no recibieron GnRH (33,7%; Experimento 1).
Datos no similares han sido reportados por Campos et al. (2016) en un trabajo realizado en
vacas Nelore (lactantes y no lactantes), donde los animales que fueron sincronizados con
un protocolo tradicional con ECP como inductor de ovulacién y que recibieron GnRH en el
dia de la IATF tuvieron una tasa de concepcion del 48,3%, y aquellas que recibieron un
tratamiento tradicional sin GnRH a la IATF 36,9%. Resultados similares al Experimento 1
han sido reportado por Tschopp y Bé (2015) en vacas de leche tratadas con dispositivos de
P4 y ECP como inductor de ovulacion. Las vacas que no mostraron celo a las 48 h y que
recibieron GnRH en ese momento tuvieron una tasa de concepcion mayor (56,9%) que las
que no recibieron GnRH (40,3%). Cuando se tuvo en cuenta en el Experimento 1 la

manifestacion del celo para la IATF realizada a la tarde (54 y 56 h) aquellas hembras que
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mostraron celo en ese horario tuvieron una tasa de concepcion mayor (57,2%; P<0,01) que
las que no mostraron celo (32,0%). Datos similares han sido reportados en vacas de leche
por Tschopp, (2016). Cuando fueron sumadas las hembras que manifestaron celo para la
IATF realizada a las 60 h desde la remocién del dispositivo, tuvieron una tasa de
concepcion més alta (58,3%) que las que no manifestaron celo (42,1%). Similar a lo
anterior, Lima et al. (2015) en un trabajo realizado en vacas de leche reportaron que las
hembras que nunca manifestaron signos de celo en un programa de IATF tuvieron una tasa
de concepcién menor (24,8%; P<0,01) que las que si demostraron celo (44,8%). Perry et
al. (2007) encontraron que las hembras que presentan celo antes de la inseminacion tienen
oportunidad de ovular y lograr una tasa de concepcion mayor en comparacion con las que
no manifiestan celo. Ademas, estos resultados se podrian justificar a lo reportado por Perry
et al. (2014) donde demostraron que existe una interaccion entre el didmetro del foliculo
preovulatorio, el ambiente hormonal 6ptimo que se demuestra por la expresion del celo, el
establecimiento y mantenimiento de la concepcion. Bridges et al. (2012) reportaron el
efecto de un mejor ambiente hormonal y un mejor ambiente uterino sobre el
mantenimiento de la concepcion y lo correlacionaron a mayores concentraciones de
receptores nucleares de P4 en el epitelio glandular del endometrio. Esta P4 aumento la
concentracion de ARNm para receptores de estrogenos (ESR1) en el Dia 15,5 pos
ovulacion, los cuales contribuyen en el éxito de la gestacion (Bridges et al., 2012). El
estradiol preovulatorio es importante ya que coordina varios procesos fisiologicos que
contribuyen en el establecimiento y mantenimiento de la concepcion, incluyendo efectos
sobre las células foliculares, el ovocito, el transporte de gametos y la preparacion del
medio uterino (Dickinson et al., 2016). Ademaés, dentro del foliculo ovérico, el estradiol
aumenta la mitosis de las células de la granulosa. Las concentraciones séricas de estradiol
y el aumento de las concentraciones preovulatorias de estradiol da como resultado una

mayor tasa de concepcién (Perry et al., 2005 y 2010).

Factores genéticos también han sido asociados en la manifestacion del celo y el
mantenimiento de la prefiez. Homer et al. (2013) en vacas de leche reportaron
cinco polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs, por sus siglas en inglés) asociados a la
manifestacion del celo. Se evaluaron 41 loci de 18 genes que fueron escogidos por su rol

en el ciclo estral y la produccion de leche. Los SNPs que aumentaron cuando las vacas
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manifestaron celo fueron alelos mutantes en receptores a de estrogenos, en los genes
receptores para GnRH (P<0,05) y en el gen STAT5A (P<0,05). Aumentos mas pequefios
fueron asociados con alelos mutantes de receptores de activina tipo 1B y los genes de

receptores para prolactina (P<0,10).

En el Experimento 2 no se trabajo sobre el protocolo convencional de ECP como en
el Experimento 1 si no que se evaluo la presentacion del celo sobre la tasa de concepcion
del protocolo J-Synch. Este protocolo (de la Mata y B6, 2012) prioriza el desarrollo
folicular sin dependencia de P4 intravaginal en un periodo mas prolongado (60 a 72 h) al
del tratamiento tradicional con ECP (48 a 56 h), con tasas de concepcion muy alentadoras
(~60,0%; BO et al., 2016). La tasa de concepcion en el Experimento 2 fue del 62,4%,
similar a los datos reportado por de la Mata et al. (2015) obteniendo 12,4% mas de
concepcion que los datos que se esperan como normal en un programa de IATF (50%)
pero dentro del rango (30,0 - 75,0%; Cutaia et al., 2013). La tasa de concepcién de las
vacas que mostraron celo en el Experimento 2 fue del 67,0% (IATF entre las 60 y 64 h) y
las que no mostraron celo fue del 53,0% (IATF entre las 72 y 74 h) similares a un trabajo
preliminar reportado por de la Mata et al. (2013) con vaquillonas que recibieron un
protocolo J-Synch. EIl porcentaje de vaquillonas en celo antes de las 72 h fue del 60,0%
resultando en una tasa de concepcion mayor las vaquillonas que manifestaron estro
(76,3%; P<0,05) en comparacion a las que no lo hicieron (42,3%). Otros trabajos
efectuados en 911 vaquillonas Bos taurus que recibieron un J-Synch para ser IATF han
demostrado que las vaquillonas que mostraron signos de estro a la IATF obtuvieron una
mayor tasa de concepcion cuando recibieron IATF a las 72 h (70,1%) que en la IATF a las
60 h (56,7%), mientras que las IATF a las 48 h fueron intermedias (63,9%; Nufiez et al.,
2016). En ambos trabajos mencionados anteriormente, la extension del periodo entre la
remocion del dispositivo y la IATF/GnRH aument6 la tasa de concepcion. Este aumento
podria estar asociado al diametro del foliculo preovulatorio y a un aumento en el
comportamiento estral. Bridges et al. (2010) reportaron que los animales tratados e IATF
con tratamientos de proestros prolongados tuvieron una tasa de concepcion mayor que los
animales tratados con tratamientos de proestros cortos, debido a que las concentraciones
plasmaticas de estradiol durante el proestro afectan directamente el medio ambiente uterino

y su habilidad para mantener la gestacion y el desarrollo del concepto los primeros dias de
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gestacion. Luego Bridges et al. (2012) demostraron que la mayor duracion del proestro y la
mayor concentracion plasmatica de estradiol preovulatorio generaron mayor expresion de
genes que codifican para receptores de estradiol y una mayor concentracion de receptores
de progesterona a nivel uterino durante los primeros 15,5 dias de desarrollo embrionario.
En efecto, todo lo investigado para modificar la duracion del proestro en estos protocolos
ha llevado a alcanzar tasas de concepcion en vaquillonas de leche de més del 60,0% (Ré et
al., 2014) y en otros casos porcentajes superiores en vacas de carne (Bridges et al., 2008).
Como en el Experimento 2 la combinacion de la identificacion de animales en celo, la
aplicacion de GnRH e IATF juegan una interesante opcion para mejorar los resultados (Bé
et al., 2016). Al igual que en Experimento 1, en el Experimento 2 las vacas sin celo a la
primera IATF (62-64 h) pero que mostraron celo a la segunda IATF (72 h) tuvieron una
tasa de concepcion mas alta (62,0%; P=0,04) que las que no mostraron celo en todo el
tratamiento (47,0%). Esto se deberia a lo informado por Perry et al. (2014) que el ambiente
hormonal &ptimo demostrado por la expresion de celos y el establecimiento y
mantenimiento de la prefiez estan correlacionados. Ademas, en el grupo de vacas que
nunca mostraron celo hay algunos animales que no ovulan después del tratamiento de
sincronizacion. Frade et al. (2014) correlacionaron la manifestacion del celo después de la
sincronizacién de la ovulacién con las subsiguientes concentraciones de P4 en el diestro y
la tasa de concepcion en un trabajo realizado con vaquillonas Bos taurus por Bos indicus
que fueron utilizadas como receptoras de embriones bovinos. Las hembras en este trabajo
gue mostraron celo obtuvieron una tasa de concepcion mas alta (62,7%) que las que no lo
hicieron (47,0%).

Debido a la condicion corporal que presentaban las vaquillonas y a la baja tasa de
ciclicidad al inicio del tratamiento (60,0%) en el Experimento 2, se decidié utilizar una
dosis de 300 Ul de eCG a la mitad de los animales, demostrando que el uso de esta
hormona juega un papel importante en vaquillonas que aun no estan ciclando y que son
IATF. Las que recibieron eCG tuvieron una tasa de concepcion mayor (P<0,05; 66,7%)
que las que no recibieron el tratamiento (46,7%). Esto concuerda con lo encontrado por
otros experimentos realizados en Uruguay con 4.947 vaquillonas Bos taurus de carne con
la misma dosis de eCG (300 Ul; B6 et al.,, 2016). Este trabajo fue dividido en 2

experimentos, en el segundo experimento todas las vaquillonas fueron sincronizadas con el
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protocolo J-Synch y a la remocidon del dispositivo fueron divididas para recibir o no una
dosis 300 Ul de eCG, similar lo que se realiz6 en el Experimento 2. Las vaquillonas que
recibieron eCG tuvieron una mayor tasa de concepcion (57,1%) en comparacion con las
que no recibieron eCG (53,1%).

Por Gltimo, a pesar que la estructura ovérica del Dia 0 no tuvo un impacto
significativo sobre la tasa de concepcion en el Experimento 1y 2, hubo una diferencia del
4,0% en la tasa de concepcion entre las con CL y las sin CL en el Experimento 1 y del
10,0% en el Experimento 2 (Con CL, 65,0%; Sin CL, 55,0%). Cuando se sumaron las
vacas con CL del Experimento 1y 2 y se compararon con las sin CL, la tasa de concepcion
tendio (P=0,09) a ser mayor en las vacas con CL (59,0%) que las sin CL (52,0%). Similar a
lo encontrado, mayores tasas de concepcion en las vacas con CL han sido reportados por
Menchaca et al. (2013) sobre 2.737 vacas paridas (Con CL, 57,5% vs Sin CL, 53,2%).

El Experimento 3 fue realizado en receptoras de embriones bovinos (in vivo o in
vitro) sincronizadas con un protocolo tradicional de P4 y estradiol en el inicio del
tratamiento y con ECP como inductor de ovulacion. El objetivo fue evaluar la
manifestacion del celo sobre la tasa de aprovechamiento y la tasa de concepcion. La tasa de
concepcion (Prefiadas/Transferidas) alcanzada fue del 46,0%. El celo jugd un papel
importante sobre la tasa de concepcion, ya que la presentacion del celo a las 48 h desde la
remocion de los dispositivos intravaginales aumentaron significativamente la tasa de
concepcion de las receptoras en comparacion con las sin celo o que estaban ain pintadas
(48,1% vy 38,8%, respectivamente). Existen trabajos que no reportan estas diferencias con
TETF de embriones in vivo frescos (Looney, 2010; con celo 58,0% vs sin celo 65,0%; B6
et al., 2012a, con celo 56,0% sin celo 54,0%). En estos trabajos no se encontraron
diferencias entre las vacas con y sin celo debido a que utilizaron EB como inductor de
ovulacion, el cual hace que el 80,0 al 90,0% de las vacas entren en celo (B0 et al., 2009),
probablemente debido a una mayor cantidad de celos farmacoldgicos. Por el contrario, en
los trabajos reportados por Frade et al. (2014) las vaquillonas TETF que mostraron celo
tuvieron una mayor tasa de concepcion (62,4%) que las que no mostraron celo (47,0%)
similar a los resultados del Experimento 3. Se cree que el buen resultado de los animales

gue manifestaron celo tanto en el Experimento 3 como en el de Frade et al. (2014) se deban
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a que la manifestacion del celo esta correlacionada con el pico de estradiol alcanzado.
Estos altos niveles de estradiol antes de la ovulacion se correlacionan con la fertilidad
(Ryan et al., 1993). Ademas, la ovulacion de un foliculo de mayor tamafio genera un CL
mas competente y al tener un CL mas competente resultan en mayores niveles de P4, Hay
reportes que indican que la progesterona segregada por el CL tiene un efecto directo sobre
la tasa de concepcion (Bridges et al., 2000; Vasconcelos et al., 2001; Nogueira et al., 2003;
Lequarre et al., 2004; Green et al., 2005). Perry et al. (2014) describieron que las vacas que
manifiestan celo tienen un aumento significativo de las concentraciones de estradiol
después de la aplicacion de PGF.a que el de las vacas que no manifiestan celo. Ademas, el
didmetro folicular tiene una relacion positiva con las concentraciones y el pico de estradiol
en las vacas que manifiestan celo permanentemente. En este caso, el estradiol hizo que mas

vacas entraran en celo mas temprano que en comparacién con las vacas que no lo hicieron.

Otro factor asociado a la manifestacion del celo fue el tamafio del CL en el dia de la
TETF. Se encontrd una interaccion entre la manifestacion del celo a las 48 h de remocion
de los dispositivos y el tamafio del CL. Cuando las receptoras tuvieron un CL mayor o
igual a 18 mm de diametro el celo no tuvo un efecto significativo sobre la tasa de
aprovechamiento y la tasa de concepcién. Ocurrié lo contrario cuando los tamafios de los
CL fueron menores a esa medida (<17,9 mm de didmetro) la tasa de tasa de concepcion se
vio afectada por la no manifestacion del celo. VVasconcelos et al. (2001) reportaron que las
vacas lecheras que manifestaban celo al ovular un foliculo de mayor tamafio tienen un CL
mas competente y por ende una mayor produccidn de progesterona plasmatica, la cual
genera condiciones uterinas mas favorables para el desarrollo embrionario temprano. A su
vez, Baruselli et al. (2001) reportaron que las receptoras de carne Bos taurus cruza Bos
indicus que tenian CL >20 mm de diametro produjeron niveles de P4 circulantes de 2,4
ng/ml y una tasa de concepcion alta (58,0%). Por el contrario, las hembras con CL >15,5
mm y <20 mm de didmetro produjeron niveles de P4 de 1,8 ng/ml y una tasa de concepcion
promedio de 41,0% Yy las que presentaron CL <15 mm de didmetro tuvieron niveles de P4
mas bajos (1,19 ng/ml) y una tasa de concepcion baja (31,0%) afectando de esta manera la
tasa de concepcion. Nasser et al. (2011) encontraron también que la tasa de concepcion en
vacas que son TETF fue afectada por el diametro del CL. En este trabajo las receptoras Bos

taurus cruza Bos indicus con un CL >20 mm de diametro tuvieron una tasa de concepcion
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mas alta (46,2%) que las con un CL <17,9 mm de didmetro (39,1%), mientras que las con
un CL >18,0 y <20,0 mm fueron intermedias (43,4%). Spell et al. (2001) en un trabajo
realizado con receptoras que recibieron embriones in vivo (congelados y frescos)
reportaron que con un tamafio de CL >22 mm de diametro las concentraciones plasmaticas
de P4 son altas (4,2 ng/ml) con una alta tasa de concepcién del 70,0% y una correlacion
importante entre el didmetro de CL o el volumen de tejido luteal y la concentracion
plasmatica de progesterona. En el Experimento 3 se encontré un odds ratio =1,08+0,03
(P=0,03) cuando las vacas mostraron celo, y cuando no lo hicieron fue =1,40+0,07
(P=0,03), siendo méas importante la medida del CL cuando las vacas no manifiestan celo.
Con lo cual los resultados de este experimento permitieron evidenciar que los CL de mayor
tamafo generan mayores tasas de concepcion. Otros trabajos donde evaluaron los factores
que afectan la tasa de concepcion en receptoras que reciben un embrion in vitro (Pellizzari
et al., 2015; Sala et al., 2015) encontraron que los tamafos de los CL no afectaron la tasa
de concepcion (P=0,46). En los trabajos reportados por Pellizzari et al. (2015) encontraron
otros factores significativos que afectan la tasa de concepcion como el campo y la
condicion corporal. En el Experimento 3 el 80,0% de las vacas mostraron celo a las 48 h,
del 20,0% restante un 12,0% mostraron celo a las 48 y 54 h y un 8,0% de las vacas no
mostraron celo durante todo el tratamiento. Para tratar de mejorar la tasa de concepcién de
las vacas que no manifiestan celo a las 48 h surgi6 el tratamiento con GnRH. En efecto, el
tratamiento con GnRH aumento significativamente la tasa de concepcion en este grupo de
animales (46,0%) comparado con las que no recibieron GnRH (26,0%). Estas diferencias
fueron encontradas principalmente en los programas de IATF (Campos et al., 2014;
Tschopp et al., 2015). En un trabajo realizado en vacas de leche, Tschopp et al. (2015)
reportaron que las vacas que no mostraron celo a las 48 h de la remocion de los
dispositivos y que fueron tratadas con GnRH en ese momento tuvieron una tasa de
concepcion significativamente mas alta (57,4%) que las que no recibieron GnRH (40,0%).
Esta mayor tasa de concepcion se deberia a que el tratamiento con GnRH reduciria la
consecuencia de la no manifestacion de celo de animales en un programa de TETF.
Ademas, este efecto de la GnRH a vacas sin celo se atribuye a la capacidad de acelerar el
momento de la ovulacion, las cuales generarian una sincronia mas optima con el estadio de
los embriones y formarian un CL con la capacidad de mantener la gestacion. Cuando se

compararon las vacas en celo vs las que nunca se encontraron en celo después del
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tratamiento de sincronizacion, las diferencias fueron ain mayores (si celo: 47,0% y no
celo: 34,8%). Estos resultados podrian deberse a que la expresion del celo en los
programas de TETF estan ligados a un ambiente uterino adecuado que favorece la
implantacion y subsecuente desarrollo embrionario (Gonella et al., 2010) correlacionado
también con las concentraciones preovulatorias de estradiol del foliculo ovulado que segln
Geary et al. (2013) regulan también el ambiente del Gtero. Ademas, para soportar esta
teoria, Madsen et al. (2015) evaluaron el rol del estradiol preovulatorio sobre la
supervivencia de los embriones transferidos en el Dia 7 posterior al celo y el
establecimiento de la gestacion sin los efectos del tamafio del foliculo ovulatorio, la
secrecién endogena de estradiol, la duracién del proestro y la posterior exposicion a la
progesterona en vacas ovariectomizadas, las cuales recibieron un soporte hormonal para el
mantenimiento de la gestacién. Las vacas que recibieron estradiol (ECP y EB) tuvieron una
tasa de concepcion mas alta (25,0%) que las que no recibieron estradiol exdgeno (4,0%),
evidenciando la importancia del estradiol preovulatorio sobre el medio ambiente uterino en

los primeros 29 dias de gestacion.

La tasa de aprovechamiento (aptas/iniciadas) lograda en el Experimento 3 fue del
88,1%; resultados similares han sido reportados por Garcia Guerra et al. (2016) en un
programa de TETF en vaquillonas Bos taurus sincronizadas con un protocolo de Co-Synch
de 5 dias con dispositivos de P4 (87,3%) que recibieron un embrion in vitro. Otras tasas de
aprovechamiento similares (81,0%) han sido reportadas por Tribulo et al. (2017) en un
estudio donde analizaron de manera retrospectiva la tasa de concepcion de embriones
producidos in vitro en programas comerciales aplicado a 15 distintos campos. En este
trabajo se reportaron ademas las tasas de aprovechamiento por protocolo de sincronizacion.
Cuando las receptoras recibieron un protocolo con 0,5 mg de ECP a la remocion de los
dispositivos la tasa de aprovechamiento fue del 81,0%, cuando recibieron 1 mg de ECP a
la remocidn de los dispositivos fue del 70,0%, cuando recibieron un protocolo J-Synch fue
del 82,0%, y cuando fueron sincronizadas con un Co-Synch de 5 dias + P4 similar al
protocolo usado por Garcia Guerra et al. (2016) la tasa de aprovechamiento fue del 79,0%.
Por ultimo, las receptoras que recibieron un protocolo con 0,5 mg de ECP como inductor
de ovulacion, observacion de celos y GnRH a las que no estaban en celo a las 48 h (similar

al Experimento 3 de esta tesis) la tasa de aprovechamiento fue numéricamente mas alta
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(93,0%, 351/377) y la tasa de concepcion fue mayor que la de los deméas tratamientos
(51,0%). Este incremento de la tasa de aprovechamiento se cree que es debido a la
utilizacion de GnRH como segundo inductor de ovulacion en vacas que no muestran celo
luego de haber utilizado en primera instancia ECP. Esto significa una mejora en la
eficiencia y fertilidad del protocolo de sincronizacion ya que se logra controlar e identificar
que animales no manifiestan celo y ademéas estas son tratadas para que ovulen en un
periodo de tiempo adecuado y de esta manera no se vea afectada la sincronia embrién-

receptora y tasa de concepcion.

Cuando se considerd la tasa de aprovechamiento de acuerdo a la expresion de celos,
se encontrd que la tasa de aprovechamiento de las receptoras que mostraron celo fue mayor
(99,0%) que la de las receptoras que no manifestaron celo (64,0%). Resultados similares
han sido reportados por Looney et al. (2010) en un programa de transferencia de embriones
in vivo en receptoras cruza Brahman sincronizadas con dispositivos con progesterona,
estradiol y eCG. En éste trabajo las vacas que manifestaron celo tuvieron una tasa de
aprovechamiento mas alta (89,0%) que las que no lo hicieron (56,0%). Sin embargo, en
este trabajo no se encontraron diferencias en la tasa de concepcion de las vacas con y sin
celo, en contradiccion a lo encontrado en el Experimento 3. Asi mismo en el Experimento
3, las receptoras sin celo a las 48 h tuvieron una tasa de aprovechamiento mayor aquellas
que recibieron GnRH (73,2%) que las que no recibieron el tratamiento (53,3%). La mayor
tasa de aprovechamiento en receptoras que no manifiestan celo y que son tratadas con
GnRH se deberia a que estas lograrian ovular en un periodo de 30-36 h después de la
GnRH (>50,0%; Pursley et al., 2015) y por lo tanto tendrian méas posibilidades de llegar al
dia de la transferencia de embriones con un CL mayor a 16 mm de didmetro. Lépez del
Cerro et al. (2011) utilizaron GnRH y mejoraron la tasa de concepcion de las vacas sin celo
e indicaron que podria deberse a un incremento en la tasa de ovulacion la cual podria estar
asincronica en este grupo. Tschopp et al. (2015) midieron el momento de ovulacién en
vacas de leche y evidenciaron diferencias entre las vacas que presentan celo a las 48 h
desde el retiro del dispositivo (61,7 h promedio) en comparacién con las que no presentan
celo las cuales ovulan mas tarde (84,5 h promedio). Resultados similares han sido
encontrados recientemente por Cuervo et al. (datos no publicados 2017) en vacas Hereford,

en este trabajo las vacas que estaban en celo a las 48 h ovularon a la 68 h, las que no
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mostraron celo ovularon a las 86 h y las que no mostraron celo pero que recibieron GnRH

lo hicieron a las 78 h.

Otra variable que se tuvo en cuenta fue la estructura ovarica al inicio del
tratamiento de sincronizacion. Las vacas con CL al inicio del tratamiento tuvieron una tasa
de aprovechamiento y una tasa de concepcion mayor (99,1 y 46,8%, respectivamente) que
las que no tenian CL (66,7 y 22,2%, respectivamente; P=0,0001). Estos resultados son
similares a los reportados por Menchaca et al. (2013) en un trabajo realizado en programas
de IATF de 2737 vacas con cria al pié. Las diferencias encontradas fueron significativas,
las vacas con CL en el Dia 0 tuvieron una mayor fertilidad (57,5%) que las sin CL en el
mismo momento (53,2%). Ademdas, Menchaca et al. (2013) reportaron 5 puntos
porcentuales mas a favor de vaquillonas de carne Bos taurus ciclicas que recibieron IATF.
Los trabajos reportados en el ganado Bos indicus son similares por ejemplo Campos et al.
(2016) en vacas Nelore obtuvieron 16,4% de tasa de concepcion en vacas que al inicio del
tratamiento tenian un Foliculo <10 mm de diametro y 48,4% en las vacas con CL. En el
trabajo reportado por Tschopp et al. (2015) encontraron resultados similares en vacas de
leche que recibieron IATF luego de un tratamiento convencional con P4 y estradiol, con
resultados a favor de las vacas con CL (53,8%) vs las que no tenian CL (36,0%). Esto
indicaria que es fundamental que las vacas se encuentren ciclicas al momento del inicio del
tratamiento para tener una buena respuesta y eficiencia del tratamiento de sincronizacion y
una mayor fertilidad (Bisinotto et al., 2013 y 2015) jugando un rol fundamental la
ultrasonografia transrectal en la seleccion de receptoras y en la revision de estructuras
ovaricas en el inicio de los programas de 1A como de transferencia de embriones (Perry y
Cushman, 2016). Se podria hipotetizar que la tasa de concepcién y la tasa de
aprovechamiento de receptoras sin un CL en el dia del inicio del tratamiento podria ser
menor debido a una falta de recuperacién o activacion del utero para un nuevo ciclo estral
sincronizado que resulte en ovulacion. Ademas, podria estar relacionado a un desbalance
energético (expresado por una menor condicién corporal) que desencadenaria en una
disminucion de la funcion del eje hipotalamo-hipofisario-ovarico, produciendo alteraciones

reproductivas, como ovarios sin estructuras y anestro.
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En el Experimento 3 la tasa de concepcion de las receptoras que recibieron un
embrion in vitro (51,0%) fueron mayores que las que recibieron un embrién in vivo
congelado (42,2%). Una menor tasa de concepcion en embriones in vivo se deberia al
proceso de criopreservacion al cual son sometidos para luego ser TETF, un proceso al cual
los embriones in vitro frescos no son sometidos. Los resultados de la tasa de concepcion de
embriones in vivo criopreservados es similar a los reportados por Looney et al. (2006) pero
son menores a los reportados en un programa comercial de TETF de embriones en
Argentina realizado por B0 et al. (2004) en el cual de un total de 1542 receptoras que
fueron sincronizadas para recibir un embrion; obtuvieron una tasa de concepcion del
52,9% (692/1309 vacas gestantes). En cuanto a los resultados de los embriones in vitro, si
son comparados con trabajos mas antiguos estos se contradicen, como los reportados por
Pontes et al. (2008) donde obtuvieron una menor tasa de concepcion de los embriones in
vitro (341/910; 37,4%) que a la de los embriones in vivo. Esto podria deberse a que en ese
entonces en el trabajo de Pontes et al. (2008) no existian medios de produccién con
mejores resultados a la tasa de concepcion que los que existen actualmente. Cuando se los
compara con trabajos mas recientes diversos autores han reportado resultados similares,
Pelizzari et al. (2015) en una TETF con un protocolo similar al de este experimento
(48,0%), Sala et al. (2015) 43,4% y Tribulo et al. (2017) 46,0%. Otro trabajo realizado en
Brasil coincide con los resultados encontrados en esta tesis en un programa comercial de
TETF con receptoras cruza Bos taurus x Bos indicus las cuales recibieron embriones
producidos in vitro, la tasa de concepcidon fue similar al del Experimento 3 con un 48,1%
(Nasser et al., 2011).

Debido a los resultados encontrados en el Experimento 2 de vacas sincronizadas
con un protocolo J-Synch en programas de IATF, en el Experimento 4 surgié la idea de
implementar este protocolo en programas de sincronizacion de receptoras de embriones y
comparar el efecto de la manifestacion del celo sobre la tasa de aprovechamiento y la tasa
de concepcion del protocolo J-Synch vs el protocolo con ECP o convencional del
Experimento 3. La tasa de concepcion de ambos tratamientos de sincronizacion fue similar,
sin diferir entre los grupos (36,6% convencional y 39,0% J-Synch), pero la tasa de
aprovechamiento fue mayor en las receptoras sincronizadas con el protocolo con ECP

(90,0%) que las sincronizadas con el J-Synch (83,5%). Estas diferencias en la tasa de
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aprovechamiento se podrian deber a que hay una mayor tasa de ovulacién con estradiol que
con GnRH de vacas que tienen foliculos pequefios en el momento de la administracion del
inductor de la ovulacion (Jinks et al., 2013). Estos autores demostraron que la
administracion exogena de estradiol aumentd la tasa de concepcién a la IATF de vacas con
cria al pie que fueron inducidas a ovular foliculos dominantes mas pequefos (45,0% vs

65,0% de prefiez, respectivamente).

Como se menciond anteriormente en esta discusion, Tribulo et al. (2017) también
reportaron mayores tasas de aprovechamiento con el uso del protocolo con ECP con
deteccion de celos y GnRH a las que no dan celos que las que recibieron protocolos como
el J-Synch que utilizaban GnRH como inductor de ovulacion. Trabajos realizados en
Bufalas, no han encontrado diferencias en la tasa de ovulacion y la tasa de concepcién
cuando se utilizé estradiol o GnRH como inductor de ovulacion (Carvallo et al., 2016); asi
como en numerosos trabajos realizados en vacas y vaquillonas de carne (revisado en
Menchaca et al., 2013 y B0 et al., 2013). Campos et al. (2016) no encontraron diferencias
entre el uso de ECP (36,9%) y GnRH (48,3%) sobre la tasa de concepcion en programas de
IATF. Silveira et al. (2011) compararon el uso de EB o GnRH como inductores de
ovulacidn sobre la tasa de concepcién y no encontraron diferencias entre los tratamientos
(51,0 vs 44,0%, respectivamente). Ademas, en otro trabajo efectuado en vacas de leche
Girolando, Silva et al. (2016) no encontraron diferencias entre el uso de ECP o GnRH
sobre el diametro del foliculo ovulatorio de los tratamientos. Sin embargo, en este trabajo a
pesar de que la tasa de expresion de celo fue mayor para las vacas que recibieron ECP
(93,1 vs 50,0% respectivamente) la tasa de ovulacién tendié a ser mayor para las vacas que
recibieron GnRH (P=0,06; ECP: 62,1% y GnRH: 83,3%).

En el Experimento 4, la tasa de concepcién del protocolo J-Synch fue menor a lo
reportado por de la Mata et al. (2013) con tasas de concepcion mayores al 60,0% pero
similar a lo reportado por Menchaca et al. (2016). En ese tltimo trabajo se comparé la tasa
de concepcion de 945 vacas Hereford que recibieron embriones producidos in vitro y que
fueron sincronizadas con el protocolo J-Synch (49,3%). En este experimento las tasas de
concepcion de las receptoras sincronizadas con el protocolo J-Synch fueron 8,4% mayor

que las receptoras del grupo Convencional (49,3 vs 40,9% respectivamente). Cuando se
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considerd el total de vacas con celo en algin momento en comparacion con las sin celo, las
diferencias fueron similares al Experimento 3. La tasa de concepcion de las receptoras que
manifestaron celo fue mayor en ambos tratamientos de sincronizacion (J-Synch 40,0% y
Convencional 38,2%) que el de las receptoras que nunca manifestaron celo (J-Synch
29,2% y Convencional 22,2%), y cuando se sumaron las receptoras que mostraron celo vs
las que nunca lo hicieron los resultados fueron similar a los experimentos anteriores (con
celo: 39,1% vy sin celo: 27,5%; P=0,05). Ademas, en el Experimento 4 se logro evaluar el
efecto de la presentacion de celo sobre la mortalidad embrionaria/fetal temprana (periodo
correspondido entre los 30 y 60 dias de gestacion) y la mortalidad fetal media/tardia (entre
los 60 dias y el parto). Si bien no hubo un efecto significativo de los tratamientos de
sincronizacion sobre estas variables (P=0,11), se evidencid que las vacas que manifestaron
celo tuvieron un menor porcentaje de pérdidas embrionarias (P=0,004; 5,6%) en
comparacion con las que no manifestaron celo (66,7%). En cuanto a las pérdidas fetales al
parto, esta tendid a ser mayor en las vacas que no manifestaron celo (P=0,06; 66,7%) que
en las que si lo hicieron (20,5%). Ademas, la tasa de paricion fue mas alta en aquellas
receptoras con manifestacion de celo (29,3%) que las que no manifestaron celo (2,9%). Al
respecto de las pérdidas de gestacion, resultados similares han sido reportados por Lima et
al. (2015) en un trabajo efectuado en vacas de leche. En este trabajo las hembras que nunca
manifestaron signos de celo tuvieron una mayor pérdida de gestacion que las que si
manifestaron celo (42,2 vs 20,4%, respectivamente). Como ya se dijo anteriormente, la
manifestacion del celo, los niveles de estradiol necesarios para la supervivencia
embrionaria (Madsen et al., 2015) y los subsecuentes niveles de P4 del dia de la
transferencia de embriones (Frade et al., 2014) estan positivamente asociados con la tasa
de concepcion de las receptoras y con la supervivencia embrionaria. En este aspecto es
sustancial remarcar que la expresion del celo juega un rol importante para obtener mayores

tasas de concepcion en los programas de IATF o de TETF.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Las conclusiones principales de esta Tesis son: 1) que la expresién del celo juega un

rol fundamental dentro de los programas de sincronizacion para IATF como para TETF al

momento de generar prefieces, confirmando de esta manera la hipotesis I. 2) que el

tratamiento con GnRH a los animales que no manifiestan celo luego del retiro del

dispositivo con P4 aumenta la tasa de concepcién en los programas de IATF y la tasa de

aprovechamiento y de concepcion en los programas de TETF confirmando la hipotesis II.

Ademas, se pueden agregar las siguientes conclusiones especificas:

Experimentos 1y 2 (IATF)

La expresion del celo para la IATF realizada entre las 54 y 56 h mejora la tasa de

concepcioén.

La incorporacion de la eCG mejora las tasas de concepcion a la IATF en

vaquillonas que estan en pobre condicion corporal.

La condicion corporal de los animales al inicio del tratamiento de sincronizacion
afecta la tasa de concepcion. Las vacas con una condicion corporal <2,5 y >4 tienen

una menor tasa de concepcion que las intermedias.

Experimentos 3y 4 (TETF)

Existe una correlacion positiva entre la manifestacion del celo, la tasa de
aprovechamiento y la tasa de concepcion. Lo que demuestra que es importante la

identificacion de estos animales después de la remocion del dispositivo con Pa

mediante el uso de pintura sobre la cola como una herramienta util en el proceso de
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seleccion de las receptoras con mayor probabilidad de lograr una prefiez a término

después de un programa de transferencia embrionaria.

El porcentaje de pérdidas de gestacion es reducido en los animales que manifiestan
celo en los protocolos de sincronizacion para transferencia de embriones

producidos in vitro.

La estructura ovérica en el Dia 0 afecta la tasa de aprovechamiento y concepcion en

los programas de transferencia embrionaria.

La medida del CL en conjunto con la manifestacion del celo afecta la tasa de
concepciéon. En animales que logran un CL >18 mm de diametro la tasa de
concepcién es similar haya o no manifestado celo. Sin embargo, en animales con
CL <18 mm de diametro, los que no manifiestan celo tienen una menor tasa de

concepcion que los que si manifestaron celo.

La condicion corporal de las receptoras en el dia de la transferencia embrionaria
afecta la tasa de concepcion. Las vacas primiparas con una condicién corporal <2,5
y >4 tienen una menor tasa de concepcion que las intermedias y ademas estan

influenciada por la categoria animal.
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