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RESUMEN

Con el proposito de evaluar la tasa de concepcion, variables fisiolégicas,
progesterona y metabolitos en sangre en vaquillas Holstein inseminadas con
semen sexado en dos diferentes épocas del afio, 80 vaquillas (en promedio de
370 kg de peso vivo, 13 meses de edad y condicién corporal >2.5), 40 en verano y
40 en invierno, estuvieron en observacion diaria para deteccion de signos de estro
(2 veces/dia) y posterior inseminacion artificial con semen sexado por la mafiana.
Las vaquillas estuvieron bajo condiciones estabuladas en dos corrales provistos
de sombra, con sus respectivos comederos y bebederos. La frecuencia
respiratoria (FR), temperatura rectal (TR) y temperatura vaginal (TV) fueron
registradas dos veces por semana entre las 1430 y 1600 h, tres semanas antes y
tres semanas después de la IA. Muestras sanguineas fueron tomadas al momento
de la IA (dia 0) y a los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18, y 21 post-inseminaciéon para
determinar los niveles de progesterona y metabolitos (glucosa, triglicéridos vy
colesterol) en suero sanguineo. La tasa de concepcidn se determind por palpacion
rectal a los 35, 60 y 90 dias post-lIA. La FR, TR y TV se analizaron utilizando los
comandos REPEATED y RANDOM del PROC MIXED. Para la concentracion de
progesterona y metabolitos se utilizd un analisis de varianza y la tasa de
concepcién se analiz6 por medio de la prueba de Ji-Cuadrada. Todos los
procedimientos utilizados se realizaron con el programa SAS 2004. Se encontrd
que los valores de FR, TRy TV fueron mas bajos en la época de invierno
(P<0.0001) en comparacion a la época de verano. Asimismo, se encontré una
mayor concentracion de progesterona, glucosa y colesterol en el grupo de invierno
(P<0.0001) en comparacion al grupo verano, por otra parte las concentraciones de
triglicéridos fueron mayor en el grupo de verano durante los primeros 18 dias post-
IA (P<0.0001). La tasa de concepciébn mostré una tendencia (P=0.0557) a
incrementarse en invierno (30%). Las vaquillas del grupo verano mostraron
valores elevados en las variables fisioldgicas lo que indica que estuvieron
sometidas a un estrés caldrico por las altas temperaturas. En invierno se obtuvo
una baja tasa de concepcion, y probablemente esta baja fertilidad podria atribuirse
a un posible efecto de toro.



SUMMARY

In order to evaluate conception rate, physiological variables, blood progesterone
and metabolites in Holstein heifers inseminated with sexed semen in two different
seasons, 80 heifers (averaging 370 kg live weight, 13 months old and body
condition > 2.5), 40 in summer and 40 in winter, were seen daily for signs of estrus
detection (twice/day) and subsequent artificial insemination with sexed semen in
the morning. Heifers were housed in two pens provided with shade, with feed
bunks and water troughs. The respiratory rate (FR), rectal temperature (TR) and
vaginal temperature (TV) were recorded twice a week between 1430 and 1600,
starting three weeks prior to the Al and ending three weeks after Al. Blood samples
were taken at the time of Al (day 0) and at days 3, 6, 9, 12, 15, 18, and 21 post-
insemination to determine the levels of progesterone and metabolites (glucose,
triglycerides and cholesterol) in blood serum. The conception rate was determined
by rectal palpation at 35, 60 and 90 days post-Al. The FR, TR and TV were
analyzed using the REPEATED and RANDOM commands of the PROC MIXED
procedure. For the concentration of progesterone and metabolites an analysis of
variance was used and the conception rate was analyzed by the Chi-square test.
All procedures used were performed using the SAS program 2004. The values for
FR, TR and TV resulted much lower in winter time (P<0.0001) compared to
summer. Likewise, a higher concentration of progesterone, glucose and cholesterol
was found in the winter group (P<0.0001) compared to summer group, moreover
triglyceride concentrations were higher in the summer group on the first 18 days
after Al (P<0.0001). Conception rate only showed a trend (P=0.0557) to increase in
winter (30%) compared to summer (12.5%). Heifers in summer group had high
physiological variables indicating that were subjected to heat stress by high
temperature. In winter, low conception rate was obtained, and probably this low
fertility could be attributed to a possible effect of bull.



l. INTRODUCCION

A través de los afios, la biotecnologia ha contribuido en el aumento de la
productividad y desarrollo del sector agropecuario. Con respecto a la reproduccion
animal, la inseminacién artificial (IA) ha sido quizas la biotecnologia ganadera
utiizada en mayor medida, particularmente en combinacion con la
criopreservacion, lo cual ha permitido un mejoramiento genético significativo
centrado en la productividad, asi como la difusion mundial de germoplasma de alta
calidad. Tecnologias complementarias como la sincronizacion del estro puede
mejorar la eficacia de la IA (FAO, 2010) y en conjunto con el sexado de semen,
aumentar el nimero de hembras de un hato lechero. Desde el inicio del uso de la
IA en la industria lechera, se ha buscado como manipular el semen para obtener
un porcentaje mayor de hembras. Esta tecnologia esta disponible en la actualidad
y al alcance del productor. La IA utilizando semen sexado es una técnica muy
precisa si se realiza de forma correcta y en condiciones ambientales adecuadas,
con alrededor de 90% de confiabilidad (Garner y Seidel, 2003). EI semen sexado
se utiliza para incrementar el nimero de hembras en los hatos lecheros para
obtener reemplazos y asi aumentar la produccion de leche al obtener mas
hembras que progresivamente van a llegar a ser productoras, ya que usando
semen convencional se obtiene la proporcion sexual normal de 50:50 (Garner y
Seidel, 2008). En climas calidos, la fertilidad de vacas (Badinga et al., 1985; Monty
y Racowski, 1987) y vaquillas lecheras (Mihm et al., 1994) disminuye durante el
verano. La causa principal de este problema es la reduccion de la supervivencia

embrionaria inducida por estrés calérico debido al efecto negativo del incremento



de la temperatura corporal sobre el desarrollo del embrion (Ealy et al., 1993). La
temperatura rectal 6ptima de la vaca es de 38.5°C, existiendo reportes que un
incremento en 1°C en la temperatura rectal, puede disminuir la fertilidad de 61 a
45% (Ulberg y Burfening, 1967). Por otro lado, la temperatura Optima de los
testiculos del bovino es entre 33.0 y 34.5°C (Barth y Bowman, 1994), asi que al
entrar los espermatozoides en el tracto reproductivo de la hembra bovina sometida
a altas temperaturas, pueden recibir un choque térmico (Valle et al., 2005), lo cual
puede reducir la calidad espermatica, dandose una fragmentacién de los
espermatozoides y como consecuencia, una reduccion en la fertilidad.
Actualmente solo se utiliza semen sexado en la época de invierno en el
valle de Mexicali, lo que limita su potencial benéfico. Por lo tanto, es necesario
evaluar la factibilidad de usar semen sexado en otras épocas como verano. Por
otra parte, debido a las altas temperaturas que se dan en verano, se reduce la
produccién de leche en comparacion con el invierno y disminuye casi en su
totalidad la 1A del ganado lechero, lo que lleva a buscar alternativas para poder
prefiar vacas en verano. Utilizar semen sexado y lograr prefiar las vacas en
verano puede ser una alternativa para mejorar la productividad del ganado lechero
en zonas aridas. En base a lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de época del afio (verano vs. invierno) sobre la tasa de concepcion en
vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado en estro natural en una zona
arida del noreste de México, y adicionalmente, se evaluaron variables fisiolégicas,

metabolitos en sangre y concentraciones de progesterona en sangre.



. REVISION DE LITERATURA

2.1. Semen sexado
2.1.1. Sexado de semen por medio de citometria de flujo

Desde el inicio del uso de la IA en la industria lechera se ha buscado como
manipular el semen para obtener un porcentaje mayor de hembras. Diversas
técnicas para sexado de semen fueron probadas, y hasta 1980 se encontraron
resultados convincentes (Seidel, 2007). El sexado de semen en forma exitosa se
logré por los avances en la técnica de citometria de flujo (clasificacion de células),
en 1980 (Garner y Seidel, 2003). Los métodos iniciales separaban los
espermatozoides X e Y en forma eficaz, pero incrementaban la mortalidad de los
mismos, haciendo que la técnica fuera poco practica. Sin embargo, el Dr.
Lawrence Johnson refind la técnica de citometria de flujo, logrando un menor dafio
a los espermatozoides (Johnson et al., 1989). La actual técnica de sexado de
semen fue iniciada por los investigadores del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) (Johnson et al.,, 1987) y patentado por el gobierno de
Estados Unidos (Seidel y Schenk, 2008), permitiendo una licencia a la Fundacion
de Investigacién de la Universidad Estatal de Colorado y posteriormente a la
empresa XY Inc., que apoyO con investigaciones adicionales y con el uso de
nueva tecnologia. Mas tarde, la patente se vendio a la compariia Cogent del Reino
Unido, siendo ésta la primera en comercializar el semen sexado (Seidel, 2009).

Este proceso ha sido utilizado para producir hembras en las diferentes especies



de interés productivo (bovinos, ovinos, porcinos, equinos) permitiendo una

confiabilidad cercana al 90% (Seidel et al., 1999).

El proceso de citometria de flujo tiene como base fundamental las
diferencias existentes entre los cromosomas X (hembra) e Y (macho). En el caso
preciso de los bovinos, el espermatozoide portador del cromosoma X contiene
aproximadamente 4% mas ADN que el espermatozoide Y (Andersson et al.,
2004). Aunque esta diferencia es pequefia, es posible medir el contenido de ADN
de los espermatozoides de forma individual con suficiente precision para distinguir
entre espermatozoides X e Y con alrededor del 90% de precision para el 50% de
los espermatozoides, por lo tanto, aproximadamente la mitad de los
espermatozoides pueden descartarse como no sexables, y existe una tasa de
error de 10% para aquellos espermas sexados con los procedimientos de rutina
(Seidel y Garner, 2002). El proceso que conlleva al sexado de semen requiere de
mucho tiempo para su procesamiento, desde el inicio en la coleccion del semen

hasta el sexado del mismo (Seidel y Garner, 2002).

El proceso de sexado de semen por medio de citometria de flujo funciona a
través de un circuito cerrado de alta velocidad, que permite ordenar y leer los
espermatozoides en forma individual. Cada espermatozoide tefiido produce una
fluorescencia (Garner y Seidel, 2003), y esta fluorescencia es medida por un
detector y analizada por computadora. Debido a que los espermatozoides X
contienen 4% mas ADN, se les une mas tinte que a los espermatozoides Y, y por
lo tanto, emiten 4% mas de fluorescencia, que la computadora puede reconocer y

separar (Seidel, 2007).



Los espermatozoides seleccionados son asignados con una carga eléctrica,
y son desviados del flujo original en un campo magnético y recolectados
posteriormente (Oses et al., 2009), tal como se muestra en la Figura 1. Una vez
colectados, los espermatozoides se separan mediante centrifugacibn y son
congelados, de los cuales quedan vivos aproximadamente la mitad del total

(Seidel, 2009).

Dos de los factores que mas influyen para obtener una buena separacion
de los cromosomas son la calidad y concentracion espermatica de los eyaculados.
Por lo tanto, la separacion de cromosomas X (hembra) o Y (macho) se realiza
generalmente en eyaculados con mas del 50% de motilidad progresiva y 75% de

espermatozoides normales (Oses et al., 2009).

2.1.2. Comercializacion del semen sexado

La dosis comunmente utilizada en inseminacion artificial del ganado con
semen convencional es de 20 millones 0 mas espermatozoides criopreservados.
En el caso de semen sexado se comercializa a una concentracion de 2.1 millones
de espermatozoides por pajilla de 0.25 ml. Inicialmente, esta baja concentracion
se debia a que el sexado de semen por medio de citometria de flujo tenia una
seria limitacién debido a que los instrumentos utilizados para la clasificacion
individual de espermatozoides por su contenido de ADN era demasiado lento
como para producir un niumero adecuado para su uso en la IA. El sistema podia
ordenar unos 400,000 espermatozoides/hora, por lo tanto, tomaria unas 25 horas

para ordenar una dosis de inseminacion de 10 millones de espermatozoides del



sexo deseado (Garner y Seidel, 2008). Posteriormente, se hicieron mejoras en el
disefio de la boquilla (Rens et al., 1998), ademas de adaptaciones a la celda de
clasificacion de alta velocidad (Johnson y Welch, 1999), con lo cual ha aumentado
considerablemente la eficiencia del sexado de semen con la técnica de citometria
de flujo. Por otra parte, Oses et al. (2009) mencionan que esta baja concentracion
de espermatozoides en el semen sexado se puede atribuir al procesamiento, ya
gue en éste se puede perder alrededor del 80% del eyaculado. De hecho, una de
las principales desventajas de utilizar semen sexado es, que posee una fertilidad
de alrededor del 20-30% menor en comparacion al semen convencional, esto se
debe en mayor medida a que los espermatozoides son sometidos a varios
procesos inherentes a su clasificacion, ademas del proceso de congelado
(Espinosa y Cérdova, 2013). A pesar que el semen sexado presenta algunas
limitantes, entre los productores ha tenido una buena aceptacion el mismo (Seidel,
2009). Se recomienda el uso de semen sexado solo en vaquillas debido a su

mayor fertilidad comparado a vacas y por su costo (Garner y Seidel, 2008).

2.1.3. Viabilidad del semen sexado

Para que el sexado de semen tenga éxito, se debe tomar en cuenta la
susceptibilidad de los gametos a la tincién, exposicion al laser, alta dilucién,
presion elevada y resistencia a los diversos cambios en el proceso de sexado de
semen (Maxwell et al., 1998), ya que estas condiciones pueden llevar a una
reduccion en la fertiidad del semen sexado en comparacion con el semen
convencional (Garner y Siedel, 2003; Frijters et al., 2009; Oses et al.,, 2009).

Posterior al proceso de sexado, los espermatozoides son capacitados,



disminuyendo su vida util, y por lo tanto, reduciendo la fertilidad (Bodmer et al.,
2005). Debido a estas limitantes, se espera que las pajillas tengan como minimo
un 35% de espermatozoides con motilidad progresiva (Oses et al., 2009) y con
rango de 85 a 90% de certeza del sexo deseado (Johnson y Welch, 1999), para
cumplir con los estdndares de aprobacion. Ademas, se sabe que durante la
clasificacion de los espermatozoides por medio de la técnica de citrometria de
flujo, los espermatozoides muertos no son clasificados, y por lo tanto, no son
agregados a las pajillas de inseminacion para evitar que disminuya la fertilidad de

las mismas (Seidel y Garner, 2002).

2.2. Fertilidad del semen sexado en vaquillas

La fertilidad del semen sexado en vaquillas primalas es entre un 20 y 30%
menor en comparacion a la fertilidad del semen convencional (DeJarnette et al.,
2007). Los investigadores relacionan esta baja fertilidad a que las dosis de
espermatozoides son mas bajas por pajilla y asimismo a un posible efecto
negativo del proceso de clasificacion de las células (Garner ySeidel, 2003;
DeJarnette et al., 2007). Sin embargo, el uso de semen sexado se recomienda
para vaquillas primalas, ya que naturalmente las vaquillas tienen una tasa de
concepcién mayor a las vacas adultas (De Vries, 2009). En un estudio realizado
en vaquillas Holstein se reporté una tasa de concepcion de 58% utilizando semen
sexado (Weigel, 2004), por otra parte, Schenk et al. (2009) no encontraron
diferencias al comparar dosis de 10 millones de espermatozoides sexados contra
10 millones de espermatozoides no sexados (43.9% vs. 55.6%). En otro estudio

donde se analizaron los registros de IA con semen convencional y semen sexado



durante un periodo de 3 afios en el Valle de Mexicali, se observd una mayor tasa
de concepcion al utilizar semen convencional (93.13%), que cuando se utilizé

semen sexado (77.88%) (Callejas, 2013).

A la baja fertilidad del semen sexado causado por los factores ya
mencionados, se le puede agregar un efecto negativo si se utiliza en época de
verano por motivo del estrés caldrico causado por las altas temperaturas
ambientes. Sin embargo, las vaquillas poseen una menor susceptibilidad a las
altas temperaturas en comparacion a vacas adultas (Wilson et al., 1998). Se
observd que durante los meses de verano en un clima arido, las vaquillas
presentaron una mayor prefiez por IA (42.1%) en comparacion a vacas adultas

(17.1%) inseminadas con semen sexado (Mellado et al., 2014).

2.3. Definicion de Estrés

Existen diferentes definiciones de estrés dependiendo de la escuela de
pensamiento adoptada. Segun, Selye (1976), el estrés es la respuesta no
especifica del cuerpo a cualquier demanda, o las fuerzas ambientales que inducen
una respuesta no especifica del organismo. Por otra parte, los involucrados en la
cria de animales comunmente utilizan el término “estrés” para indicar una
condicion ambiental que sea adversa al bienestar de un animal. El estrés se puede
producir por los siguientes factores: 1) climatico: sea intenso por frio o calor; 2)
nutricional: por la privacion de alimento o agua; 3) social: causado por rangos en la
jerarquia social; 4) interno: debido a un desorden fisiologico, patdgenos o toxinas.

Desde este punto de vista, el animal “estresado” es considerado como anormal y a



la condicion que lo estresa se le considera como indeseable (Stott, 1981). El
medio ambiente puede verse como un conjunto de estresores que interactian
entre si, incluyendo a las condiciones en las que viven los seres Vvivos
(temperatura, luz, medio ambiente social y medio ambiente conductual), asimismo,
tomando en cuenta factores internos como enfermedades y microorganismos

(Siegel, 1995).

Se conocen dos conceptos basicos de los mecanismos de respuesta al
estrés. Cannon (1932) expuso el sindrome de emergencia que involucra el
sistema simpaticoadrenal donde enfatiza dos tipos de estimulos: 1) la condicién de
peligro, y 2) la exposicidbn a condiciones ambientales extremas. Selye (1955)
expuso el sindrome general de adaptacion (SGA) que involucra el eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal y se caracteriza por tres estados consecutivos: 1)
estado de alarma, generalmente conocido como “choque”, en el cual la adaptacion
aun no se ha adquirido, ademas, se produce un agrandamiento de las glandulas
adrenales y una oleada inicial de glucocorticosteroides, seguida por un
agotamiento de sus reservas; 2) el estado de resistencia, en el cual la adaptacion
es Optima y la corteza adrenal vuelve abastecerse de granulos secretores de
glucocorticosteroides; y 3) el estado de exhaustacion, en el cual la adaptacion
adquirida se pierde nuevamente y los glucocorticosteroides se agotan (Friend,

1990).
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2.3.1. Zona termoneutral

La zona termoneutral, también conocida como zona de confort del animal,
es el rango de temperatura ambiental donde la tasa metabdlica del animal es
minima y la regulacion de la temperatura se lleva a cabo por medio de procesos
no evaporativos (Kadzere et al., 2002). La temperatura corporal puede alterarse
por varios factores tales como raza y especie, edad, alimentacion, tipo y nivel de
produccion (West, 2003). Este rango de la zona termoneutral esta delimitado por
un limite critico inferior (frio), que se puede definir como la temperatura ambiental
baja en la cual un individuo homeotermo en reposo aumenta la produccién de
calor para mantener el balance térmico (Silanikove, 2000); y un limite critico
superior (calor), definido como el punto donde la pérdida de calor por medios
evaporativos en forma de jadeo aumenta (Berman et al., 1985; Igono et al., 1992.
Segun Yousef (1985), el estrés por calor inicia cuando el limite critico superior de
la zona termoneural es excedido por la temperatura del ambiente. La zona
termoneutral para vaquillas entre 12 y 24 meses de edad es de 7 a 26°C, para
terneros entre 10 y 21°C (Yousef, 1985), mientras que para vacas en lactacion

oscila entre 4 y 24°C (Silanikove, 2000).

2.3.2. Estrés cal6rico

Se define como estrés calorico a cualquier combinacion de condiciones
ambientales que cause un aumento en la temperatura ambiental mayor al limite
superior de la zona termo-neutral de los animales (Armstrong, 1994). Las

condiciones ambientales que pueden influir en el grado de estrés caldrico son:
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humedad relativa, temperatura ambiental, radiacion solar y velocidad del viento
(Arias et al., 2008). El ganado lechero produce una gran cantidad de calor
metabdlico derivado de sus funciones de mantenimiento y produccion (Fuquay,
1981), y para poder disipar esta carga de calor corporal, el animal necesita hacer
ajustes en su metabolismo, tales como reducir la secrecién de hormonas tiroideas
(Kadzere et al., 2002), aumentar el consumo de agua, sudoracion, incremento en
el flujo de sangre hacia la periferia (Hungtington y Ramirez, 2002), asimismo se
puede reducir el consumo de alimento (Marcillac-Embertson et al., 2009). La
reduccion en el consumo de alimento ha sido el principal responsable en la
reduccion de la produccion de leche en ganado lechero (West et al., 2003).
Ademas, se ha reportado una reduccién en la eficiencia de conversion de
unidades de energia de alimento en unidades de energia de produccion en

vaquillas de carne y en vacas lecheras en lactacion (Arias et al., 2008).

El grado de estrés caldrico depende directamente de la temperatura
ambiental y la humedad relativa prevaleciente, por lo tanto, se desarroll6 un indice
para estimar el grado de estrés calérico al cual un animal estd sometido,
incluyendo la temperatura y la humedad relativa del ambiente, denominado indice
de temperatura-humedad o ITH (Wiersma, 1990). Existen diferentes formulas para

poder calcular el ITH, entre ellas tenemos la establecida por Hahn (1999):

ITH=0.81 Tam + HR (Tam — 14.4) + 46.4

Donde:

ITH = indice de temperatura — humedad.
Tam = temperatura ambiental, °C.
HR = humedad relativa (expresada en decimales).
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Recientemente, se desarroll6 un indice de carga de calor (HLI) que
incorpora la radiacion solar y la velocidad del viento y se ha utilizado como una

alternativa del ITH (Gaughan et al., 2004):
HLI = 33.2 + (0.2 x RH) + (1.2 x BGT)—(0.82 x WS) °! —Log (0.4 x (0.0001+WS?))

Donde:

HLI = indice de carga de calor.

RH = humedad relativa (expresada en decimales).
BGT = temperatura del bulbo negro, °C.

WS = velocidad del viento (m/s).

El ITH se puede dividir en cuatro niveles segun la intensidad de estrés a la
cual el ganado lechero esta expuesto: 1) zona de confort, se encuentre en valores
de ITH < 72 unidades; 2) estrés calorico ligero, entre 72 y 79 unidades; 3) estrés
moderado, de 80 a 89 unidades; 4) estrés severo, > 90 unidades (Armstrong,

1994).
2.4. Mecanismos de intercambio de calor y termorregulacion en el ganado

La capacidad para regular la temperatura es una adaptacion evolutiva que
permite a los animales homeotermos funcionar a pesar de la variacion en la
temperatura del ambiente (Baker, 1989). Esta variacion también permite que la
temperatura sea utilizada como una sefal que pueda controlar los procesos
fisiologicos. La termorregulacion se define como el medio por el cual un animal
puede mantener su temperatura corporal estable, bajo condiciones de altas
temperaturas, ya que los mecanismos de termorregulacion van dirigidos a

mantener un balance entre la ganancia y pérdida de calor (Fuquay, 1981). Los
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animales pueden intercambiar calor utilizando cuatro medios: conduccion,

conveccion, radiacion y medios evaporativos (Collier et al., 2006).

La pérdida de calor por medio de conduccion se basa en la transferencia
de calor de un objeto caliente a uno frio. Para poder lograr esto, es necesario que
el cuerpo este en contacto con el objeto frio (Yousef, 1985; Collier et al., 2006) y
la cantidad de calor transferido dependerd del gradiente térmico, de la
conductividad de la superficie de contacto y de las diferencias en la temperatura

de la superficie de contacto y el animal (Silanikove, 2000).

La pérdida de calor por medio de conveccion se lleva a cabo cuando la
capa de aire en contacto con la piel es reemplazada por aire mas frio (Silanikove,
2000). La pérdida de calor por este medio va a depender del area corporal del
animal, la velocidad y temperatura del viento y la temperatura de la piel del animal
(Cena y Monteith 1975b). Durante el proceso de respiracion, se produce una
transferencia de calor por medio de conveccion. El aire aspirado se ajusta a la

temperatura del cuerpo a medida que alcanza la traquea (Yousef, 1985).

La pérdida de calor por medio de radiacion depende del area corporal del
animal, la temperatura de la piel, la temperatura del aire alrededor del animal y de
la habilidad de la piel del animal para absorber o emitir calor (Cena y Monteith,
1975a). La cantidad de calor absorbido por un animal va a depender también del
color y textura de la piel. Un animal de piel negra irradia o absorbe mas calor que

un animal de piel blanca a una misma temperatura (Silanikove, 2000). Durante el
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verano, el animal gana calor por radiacion durante el dia, por otro lado, durante la

noche el animal pierde calor al irradiar el calor hacia el ambiente (Fuquay, 1981).

2.5. Variables fisiolégicas como indicadores de estrés térmico

2.5.1. Temperatura Rectal

La temperatura rectal (TR) es un indicador del balance térmico y se puede
utilizar para evaluar la adversidad del ambiente térmico que puede afectar el
crecimiento, la lactancia y la reproduccién de vacas lecheras (Hahn, 1999; Hansen
y Arechiga, 1999; West, 1999). Un incremento entre 0.7 — 1.0°C en la temperatura
rectal, es suficiente para reducir el desempefio en el ganado lechero (Shebaita y
El-Banna, 1982), si se da un incremento en 1°C en la TR, la fertilidad puede
declinar de 61 a 45% (Ulberg y Burfening, 1967). Cuando se realiza la medicion
de esta variable, se deben tomar en cuenta diversos factores que pueden
intervenir en su variabilidad tales como la persona que hace la medicion (variacién
hasta de 0.5°C), tipo de termdmetro (variacion hasta de 0.3°C), profundidad de
penetracion del termdmetro en el recto (variacion hasta de 0.4°C) y defecacion del
animal (Burfeind et al., 2010), asimismo tratar de no agitar a los animales o no
hacerlos caminar mucho ya que esto puede incrementar la TR (Mader et al.,
2007). La TR promedio del ganado lechero es 38.5°C, bajo condiciones de estrés
calorico, puede ubicarse en un rango de 38.7 a 40.1°C (Gwazdauskas, 1985).
Cabe sefialar que se ha observado que la TR empieza a incrementar a una
temperatura ambiental de 25 a 26°C en ganado lechero, independientemente de

su nivel de produccién (Berman et al., 1985).
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Vacas expuestas a una temperatura ambiental de 32.2°C con una
temperatura rectal de 40°C durante 72 h después de la IA presentaron 0% en tasa
de prefilez mientras que vacas expuestas a una temperatura ambiental de 21.1°C
con una temperatura rectal de 38.5°C presentaron 48% de tasa de prefiez (Ulberg

y Burfening, 1967).

2.5.2. Frecuencia Respiratoria

Las altas temperaturas ambientales inducen ajustes fisiolégicos en los
animales, siendo, en conjunto con el jadeo, uno de los mas importantes para
ganado lechero el incremento en la frecuencia respiratoria (FR) (Coppock et al.,
1982). La FR tiene como funcion principal la eliminacién de dioxido de carbono
corporal, y suministrar oxigeno (Robertshaw, 1985), tanto en animales como en
seres humanos. Sin embargo, en animales bajo condiciones de estrés calérico, se
incrementa la FR como un mecanismo para disipar la carga de calor corporal
excesiva (Arias et al., 2008). Bajo escenarios de altas temperaturas ambientales,
la pérdida de calor por medios no evaporativos se vuelve ineficiente, por lo tanto,
los medios evaporativos se convierten en la ruta principal de pérdida de calor, lo
gue representa aproximadamente el 85% de la pérdida total de calor por medio de
sudoracién, mientras que el 15% restante se pierde por la FR (Maia et al. 2005).
En bovinos de leche, bajo condiciones termoneutrales, la FR oscila entre 20 y 60
respiraciones por minuto (rpm), bajo condiciones de estrés calérico moderado
puede oscilar de 80 a 120, y cuando se presentan valores mayores a 120
respiraciones por minuto, se estima que el animal posee una carga excesiva de

calor (Hahn et al.,, 1997). En un estudio realizado en ganado lechero de alta
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produccién en un ambiente subtropical, encontraron que la frecuencia respiratoria
era mayor a 50-60 respiraciones por minuto cuando la temperatura ambiental era

mayor a 25°C (Berman et al., 1985).

La FR se toma muy en cuenta en el ganado de leche al momento de
evaluar el nivel de estrés caldrico, lo cual se debe a que es una respuesta
fisiologica muy visible en animales expuestos a temperaturas por encima de la
zona de confort (Gaughan et al., 2000). Varios factores pueden influir directamente
sobre la FR, entre ellos la temperatura ambiental, humedad relativa, velocidad del
viento y radiacion solar, siendo la temperatura ambiental la que influye en mayor

medida (Hann, 1999).

2.6. Efecto del estrés calorico sobre la fertilidad

Existen muchos factores que pueden afectar negativamente la fertilidad, no
obstante, el estrés calorico parece ser el factor con mayor impacto (Sartori et al.,
2002). El estrés calérico reduce la longitud e intensidad del estro (Jordan, 2003),
asimismo afecta negativamente la funcion uterina, el estado enddécrino, el
crecimiento folicular, los mecanismos luteoliticos y la supervivencia embrionaria
(Ealy et al., 1993), afectando principalmente a vacas altas productoras (Hansen,

2002).

Ganado lechero expuesto a temperaturas elevadas pueden verse afectado
negativamente en procesos como: esteroidogénesis, viabilidad del évulo (Zeron et
al., 2001; Al Katanani et al., 2002), calidad del 6vulo (Hansen, 2002), y por lo

tanto, la tasa de fertilidad (Sartori et al., 2002). Badinga et al. (1993) encontraron
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que si el estrés calorico se presentaba el dia de la ovulacion, esto provocaba una
reduccion en el volumen y didmetro del foliculo dominante en el dia 8 del ciclo
estral. En adicién, Hansen (1997) reporté que otra causa de una baja fertilidad en
verano en zonas aridas puede ser el deterioro en la fertilidad del toro causado por
el estrés caldrico. En estudios donde utilizaron IA, Stott et al. (1972) identificaron
gue los primeros 4 a 6 dias post-1A son los mas criticos. Sin embargo, Ingraham et
al. (1974) mencionan que para tener una tasa de concepcion oOptima, el estrés
caldrico debe ser reducido 12 dias antes de la inseminacion o monta. Por lo tanto,
diversos autores coinciden que la principal causa de una baja fertilidad bajo
condiciones de altas temperaturas es la muerte embrionaria (Breuel et al., 1990;

Zavy, 1994).

En un estudio realizado en el noreste de Espafia se reportd que la tasa de
concepcion fue 27.9% durante el periodo de verano (Garcia-Ispierto et al., 2007),
mientras que en otro estudio realizado en el Central Valley de California, se
reportaron tasas de concepcion de 28.8, 23.0 y 31.3% en tres diferentes niveles de
estrés calorico (no estrés: temperaturas <29°C, al menos un dia con temperatura
29°C y promedio diario de temperatura maxima = 29°C), respectivamente, entre 50

y 20 dias antes de la IA ganado lechero (Chebel et al., 2004).

2.7. Efecto del estrés caldrico sobre la fertilidad en vaquillas de reemplazo

Producir vaquillas de reemplazo es uno de los principales objetivos de las
ganaderias lecheras para asegurar una mayor produccion leche y beneficiar en el

crecimiento del hato (Zamora et al., 2000). Sin embargo, al igual que a vacas
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adultas, las vaquillas también son afectadas por el estrés cal6rico producido por
altas temperaturas ambientales. En vaquillas, el estrés calérico aumenta la
longitud del ciclo estral pero disminuye la expresion o manifestacion del estro
(Wilson et al., 1998). Sin embargo, la susceptibilidad al estrés calérico es mayor
en vacas lactantes que en vaquillas. Thatcher y Collier (1986) analizaron los
resultados de 6,555 inseminaciones en un periodo de tres afios en un hato lechero
comercial y encontraron que las vaquillas tenian mayores tasas de concepcién en
comparacién a las vacas adultas durante el verano. Asimismo, en Israel, se
observé que la tasa de concepcién en vaquillas no cambio en el verano, pero la
fertiidad en vacas adultas si disminuy6é (Francos y Mayer, 1983). Una posible
explicacion es que las vacas en lactancia producen una mayor cantidad de calor
metabdlico en comparacion a las vaquillas lo que puede llevar a una hipertermia

en el verano (Wilson et al., 1998).

2.8. Efecto del estrés calérico sobre la calidad espermética

En los mamiferos, la espermatogénesis se realiza eficientemente a
temperaturas menores a las temperaturas corporales y existen mecanismos de
termorregulacion (torrente sanguineo, glandulas sudoriparas, musculo cremaster)
encargados de mantener los testiculos entre 4°C y 5°C por debajo de la
temperatura corporal. Estudios realizados demuestran que existe una relacion
entre caracteristicas seminales y las temperaturas elevadas, las cuales
disminuyen la concentracion espermatica y la motilidad, aumentando el nimero de
anormalidades de los espermatozoides (Valle et al., 2005). La accion negativa de

las altas temperaturas ambientales sobre la calidad espermética en toros se
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manifiesta por una baja motilidad e incremento en el nUmero de atipias (Hansen y
Arechiga, 1999; Wolfenson, 2009). Esto ultimo debido mayormente al deterioro de
la membrana del espermatozoide, debido a que el estrés caldrico afecta su

afinidad, alterando su constante de disociacion (Ax et al., 1987).

2.9. Influencia del estrés calérico sobre hormonas de la reproduccién

Al producirse un estrés en el animal debido al incremento de la temperatura
corporal, la consecuencia es un efecto negativo sobre la regulacién de hormonas
ligadas a la reproduccién (Hansen y Aréchiga, 1999). Como respuesta al estrés
caldrico se produce un incremento en la concentracion de glucocorticoides que
van a suprimir la sintesis de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) a
nivel de hipotdlamo, y por consecuencia, afecta la liberacion de la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) por la hipdfisis anterior
(Roth et al., 2000; Ronchi et al., 2001). Los efectos del estrés calérico sobre las
concentraciones de LH en sangre periférica son inconsistentes. Algunos estudios
reportan concentraciones de LH sin cambios (Gwazdauskas et al., 1981; Gauthier,
1986), otros investigadores afirman un aumento de las concentraciones (Roman-
Ponce et al. 1981) mientras que otros informan de una disminucién de las
concentraciones (Lee, 1993) bajo condiciones de estrés calérico. La mayoria de
los estudios indican que los niveles de LH son disminuidos por el estrés caldrico,
por lo tanto, en varios estudios se concluye que en verano, el foliculo dominante
se desarrolla en un entorno con concentraciones bajas de LH, y esto da como
resultado una secrecion reducida de estradiol por parte del foliculo dominante

llevando a una baja expresion del estro, y por lo tanto, una reduccion en la
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fertilidad. La informacién publicada sobre el efecto del estrés calérico sobre las
concentraciones en sangre de FSH e Inhibina en el ganado, sugieren que la FSH
incrementa en condiciones de estrés caldrico y esto se puede deber a la
disminucién en la produccién de Inhibina en plasma por los foliculos. Sin embargo,
si se incrementa la FSH, parece no ser suficiente para superar el efecto de las
bajas concentraciones de LH, y por lo tanto, existe una menor disponibilidad de

precursores de andrégenos para la sintesis de estradiol (Roth et al., 2000).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion y duracion del estudio

El experimento se llevé a cabo en las instalaciones del rancho “San Carlos”,
dedicado a la recria de vaquillas Holstein, ubicado en el kilbmetro No.15 de la
carretera federal Mexicali — San Felipe, en el municipio de Mexicali, Baja
California. Su ubicacién geografica es 32° 43’ latitud norte, 115° 56’ longitud
oeste. Geograficamente se encuentra al noroeste de la Republica Mexicana y en
la parte septentrional de la peninsula de Baja California, a una altura de 10 msnm.
El clima predominante en esta region es calido y seco con una temperatura
promedio anual de 22°C. Durante el verano se presentan temperaturas maximas
de 50°C, mientras que en invierno se registran temperaturas minimas por debajo
de 0°C. La precipitacion pluvial promedio anual es de 76 mm? (SAGARPA, 2004).
El estudio se realizé en dos épocas: los meses de junio a septiembre del 2012 se
consideraron verano y los meses de enero a marzo de 2013 se consideraron

inverno.
3.2. Animales experimentales y tratamientos

Se utilizaron cuarenta vaquillas Holstein primalas con edad y peso
promedio de 13 meses y 370 kg, respectivamente, en cada época (verano e
invierno). Se escogieron 40 vaquillas de forma aleatoria en cada época y fueron
asignadas al grupo de dicha época. Antes de iniciar el periodo experimental en
cada época, se colectaron 2 muestras sanguineas de la vena coccigea con un

intervalo de 10 dias, en tubos Vacutainer de 6 ml. Las muestras fueron para
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determinar ciclicidad en las vaquillas a través de medir los niveles de
progesterona (P,4). Las vaquillas con niveles de P, <1 ng/ml en los dos muestreos
se consideraron como no ciclando. Adicionalmente, las vaquillas fueron palpadas
por via rectal para determinar su condicién reproductiva, eliminando las que
presentaban problemas de quistes ovaricos, ovarios inactivos o cualquier otra
situacidon que pudiera afectar su eficiencia reproductiva. Las vaquillas en
condicién corporal <2.5 (en una escala de 1 a 5) (Ferguson, 1996) o con sintomas
de alguna enfermedad también fueron retiradas del estudio. Las vaquillas en
ambas épocas fueron sometidas a deteccion visual del estro (2 veces/dia).
Cuando una vaquilla era detectada en estro se inseminaba con semen sexado al
dia siguiente por la mafiana. Todas las vaquillas fueron inseminadas por la misma
persona para evitar el efecto inseminador y se utiliz6 semen del mismo toro para
evitar el efecto toro. En general, los tratamientos correspondieron a las épocas

del afio.
3.3. Instalaciones y manejo de los animales

En cada época, las vaquillas se mantuvieron bajo condiciones estabuladas
en un corral provisto de sombra, comederos y bebederos. La dimensién de los
corrales fue de 29.9 x 33.5 m, con una &rea total de 1001.65 m? lo cual
correspondia a 25.04 m?/cabeza. En la parte norte del corral se encontraban los
comederos lineales, los cuales tenian trampas individuales unidas entre si (0.63
m de ancho y 0.91 m de altura a partir de la pared interna del comedero). La
sombra se ubicé en la parte oeste del corral, construida de lamina galvanizada y

estructuras de tubo de acero, con orientacion norte a sur. El area de la sombra



23

fue de 18.14 x 5.82 m, con altura de 2.78 m y espacio de 2.65 m?/cabeza. Cada
corral contaba con un bebedero de concreto en la parte sur del corral (2.5 x.95 m
y .30 m de fondo). La alimentacion consistié en una racién integral balanceada en
base a los requerimientos nutricionales de las vaquillas (Cuadros 1y 2), y se

servia tres veces por dia (0600, 0900 y 1600 h). El agua fue ofrecida ad libitum.
3.4. Datos climatol6gicos

Los datos climatolégicos fueron colectados de una estacion meteorolégica
(Vantage Pro 2, Estandar) instalada en la recria “San Carlos”, a una altura de 2.5
m sobre el nivel del suelo. Se registr6 informacién de radiacion solar, velocidad de
viento, temperatura ambiente y humedad relativa; con estas dos ultimas variables

se estimo el ITH mediante la férmula propuesta por Hahn (1999):
ITH =0.81 Tam + HR (Tam — 14.4) + 46.4
Donde:
ITH = indice de temperatura — humedad

Tam = temperatura ambiental, °C
HR = humedad relativa (expresada en decimales).

3.5. Variables de estudio
3.5.1. Frecuencia respiratoria y temperatura rectal

Se seleccionaron 15 vaquillas de forma aleatoria por tratamiento para
medir la FR, contando el nimero de movimientos intercostales durante un minuto

(respiraciones/minuto). La TR se registro utilizando un termometro electronico
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digital (FLUKE, 51 Il Termémetro, Fluke Co. Everet, WA, USA). La FRy la TR se

registraron dos veces por semana (martes y jueves), entre las 1430 y 1600 h.
3.5.2. Temperatura vaginal

Se seleccionaron 3 vaquillas de forma aleatoria por tratamiento y a cada
vaquilla se le coloco un sensor de temperatura (HOBO U-12; Onset, MA, USA), el
cual se coloco con cinta en un CIDR® completamente libre de P4, via intravaginal,
y programado para registrar la temperatura vaginal cada hora durante las 24

horas del dia, dos veces por semana.
3.5.3. Concentracion de progesteronay metabolitos

Las muestras sanguineas se obtuvieron por medio de puncién de la vena
coccigea (sangre venosa) usando tubos BD vacutainer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes). Las muestras se tomaron al momento de la IA (dia 0) y
posteriormente cada tres dias (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21). Las muestras sanguineas
se trasportaron en una hielera al Laboratorio de Fisiologia Animal del Instituto de
Ciencias Agricolas de la Universidad Autbnoma de Baja California, donde se
centrifugaron a 1500 rpm x 15 minutos, a temperatura de 10°C. El suero se coloco
en viales de 2 ml para su almacenamiento a -20 °C. El andlisis de P, se realiz6 por
medio de la técnica de ELISA usando un Kit comercial (Monobid Inc. Lake Forest,
CA, USA, con precision intra ensayo de 8.4% e interensayo de 7.6%, y
sensibilidad de 0.105 ng/ml). El andlisis de metabolitos (glucosa, triglicéridos,

colesterol) se realizé utilizando un analizador de quimica (KontroLab®, Easy Vet).
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3.5.4. Tasa de concepcion

La prefiez se determin6 por medio de palpacién rectal 35 d después de la
IA con confirmacion los dias 60 y 90 post-inseminacion. La tasa de concepcion se

calculé en base a las vaquillas que fueron concebidas a la primera inseminacion.

3.6. Anélisis estadistico

La FR y TR se analizaron utilizando los comandos REPEATED Y
RANDOM del procedimiento PROC MIXED. El modelo incluyd los efectos de
tratamiento, dia y su interaccion entre factores principales. En el caso de TV, se
utilizé un modelo que incluy6 efectos fijos de tratamiento, hora y la interacciéon
tratamiento x hora. El efecto de hora se us6 como medicién repetida en el tiempo.
La concentracién de P,y metabolitos se sometieron a un analisis de varianza con
un modelo que incluy6 efectos fijos de dia, tratamiento y la interaccién tratamiento
x dia, y el efecto dia se usé como una medicion repetida en el tiempo. Las
comparaciones de medias se realizaron por medio de la prueba de t-student. La
tasa de concepcion se analizé por medio de una prueba de Ji-Cuadrada. Todos
los procedimientos utilizados se realizaron con el programa estadistico Statistical
Analysis System (SAS, 2004) y el nivel de significancia exigido fue de P<0.05.
Valores con 0.05<P<0.10 se tomaron como tendencias, y valores con P>0.10 se

tomaron como diferencias numéricas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Datos climatologicos

En el Cuadro 3 se presentan los promedios generales de las condiciones
climatolégicas de ambas épocas (verano e invierno) antes y después de la IA. Se
observo que el promedio de la temperatura ambiental excedié los 30°C en verano
tanto en el dia como en la noche, mientras que en invierno el promedio de
temperatura ambiente fue de 18.1 y 13.1 °C en dia y noche, respectivamente. La
humedad relativa en verano fue de 39.5 y 48.1% en el dia y la noche, mientras
gue en invierno fue de 44.2 y 53.0% para el dia y noche, respectivamente. El
promedio general de ITH en verano fue de 82.4 y 79.1 unidades de ITH en el dia'y
la noche respectivamente, mientras que en invierno fue de 62.6 y 56.3 unidades
de ITH. La radiacién solar promedio fue de 504.7 W/m2 en verano y 368.2 W/m2
en invierno, mientras que la velocidad del viento en verano fue de 2.8 m/s en el dia
y 2.7 m/s en la noche, mientras que en invierno fue de 6.4 y 3.4 m/s para dia y

noche.

Los datos obtenidos de la temperatura ambiental nos indican que las
vaquillas en el grupo de verano estuvieron sometidas a temperaturas por arriba del
limite critico superior de la zona termoneutral que es de 26°C para vaquillas entre
12 y 24 meses de edad (Yousef, 1985). Cuando la temperatura ambiente excede
la zona de confort se incrementa la pérdida de calor por medios evaporativos
(Silanikove, 2000); inicialmente en forma de jadeo (Berman et al., 1985; Igono et

al., 1992). A temperaturas superiores a 30° C, la HR comienza a asumir un papel
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importante en los procesos de pérdida de calor evaporativos (Maia et al., 2005).
En estas condiciones, el gradiente de presiébn de vapor no es suficiente para
asegurar una adecuada evaporacion. Por lo tanto, altas HR reducen el potencial
de disipacion de calor tanto de la piel como del aparato respiratorio (Da Silva,
2006), afectando a los animales especialmente en ambientes en los que la
disipacion del calor por vias evaporativas es crucial para mantener la condicién

homeotérmica (NRC, 1981).

Por otra parte, segun los valores calculados de ITH, las vaquillas en la
época de verano estuvieron sometidas a un estrés calérico moderado durante el
dia (ITH entre 80 y 89 unidades) y un estrés calorico ligero durante la noche (ITH
entre 72 y 79 unidades). Por otra parte, en la época de invierno las vaquillas
estuvieron permanentemente dentro de la zona de confort (ITH <72 unidades)

(Armstrong, 1994).

En el presente estudio se tuvo una mayor radiacién solar en verano. La
radiacion solar (directa e indirecta) es considerada como uno de los factores mas
importantes que afectan el balance térmico en el ganado (Silanikove, 2000).
También se ha demostrado que la radiacion solar tiene un impacto directo en la
TR y la tasa de respiracion (Brosh et al., 1998; Sevi et al.,, 2001; Collier et al.,
2006). Algunos estudios reportan que la pérdida de calor por via cutanea se
convierte en la principal fuente de disipacion de calor cuando la radiacion solar
alcanza los 350 W/m? (Maia et al., 2005), sin embargo, esto es mayor a lo

reportado por Hillman et al. (2001) donde la pérdida de calor por via cutanea se
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manifesté a 240 W/m? en ganado Holstein con sombra bajo condiciones de estrés

calérico.

La velocidad de viento que se reporté en verano es algo favorable, ya que
se reportd que una velocidad del viento >2 m/s mejora la disipacion de calor por
medio de conveccion (Mader et al., 2006) y también mejora la disipacion de calor
por medios evaporativos (Mader et al., 1997; Mader et al., 1999), sefialando que
esto depende del estado en que se encuentre la piel del animal, es decir, seca o
hameda, ya que la transferencia de calor es mas eficiente cuando la piel esta
himeda que cuando esta seca (Arkin et al., 1991). Por otra parte, en invierno el
viento tiene un efecto negativo porque aumenta la pérdida de calor (Arias et al.,
2008). Se sefiald que los requerimientos de mantenimiento en el ganado se ven
afectados negativamente en invierno a causa del viento (Fox y Tylutki, 1998)
cuando se da una combinacién entre temperaturas ambientales muy bajas y altas

velocidades del viento.
4.2. Variables fisioldgicas

Los resultados de las variables fisioldgicas se presentan en el Cuadro 4 y
en la Figura 2. Tanto antes como después de la IA, la FR y TR fueron mayores
(P<0.0001) en verano que en invierno. La TV también fue mayor (P<0.0001) en

verano durante las 24 horas del dia en comparacion a invierno.

Nuestros resultados son similares con los encontrados por Sandoval
(2012) donde reportdé un promedio de 87 respiraciones/minuto en vaquillas

Holstein con solo sombra bajo las mismas condiciones climaticas que nuestro
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experimento, mientras que Wilson et al. (1998) reportaron una FR de 85
repeticiones/minuto en vaquillas Holstein que fueron inducidas a estrés calérico
en camaras ambientales a una temperatura ambiente de 33.5°C. En otros
estudios realizados se ha reportado que la FR comienza a sobrepasar las 60 rpm
cuando se alcanzan temperaturas ambiente arriba de 25°C (Berman et al., 1985),
lo que coincide con el presente estudio donde las temperaturas ambientales
promedio durante el verano fueron por encima de los 30°C. La FR aumentaria
cuando se tienen valores de ITH mayor a las 73 unidades, y de forma mas
marcada por arriba de 80 unidades (Silanikove, 2000), lo que coincide con
nuestro estudio donde en el verano se reportaron valores de ITH entre 79 y 82
unidades. Las vaquillas en el grupo de verano presentaron una FR en el rango de
90 y 120 respiraciones por minuto lo que se considera como un estrés calérico
moderado, mientras que las vaquillas en el grupo de invierno presentaron una FR
promedio entre 20 y 60 respiraciones/minuto, que se considera normal e indica
gue los animales estuvieron bajo condiciones termoneutrales (Mader et al., 2002;

Mader et al., 2006).

La TR obtenida en el grupo de verano es un poco mayor a lo reportado por
Marcillac-Embertson et al. (2009), que bajo condiciones similares a las nuestras,
en el Central Valley de California, la TR promedio en vaquillas Holstein fue de
39.5°C utilizando solamente sombra. La temperatura rectal se incrementaria de
forma mas pronunciada cuando los valores de ITH sobrepasan 80 unidades
(Silanikove, 2000), lo que concuerda con nuestro estudio donde se reportaron

valores promedios de ITH entre 79 y 82 unidades durante el verano. Por otra
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parte, Berman et al. (1985) observaron que la TR empieza a incrementarse a
partir de una temperatura ambiente de 25 y 26°C, algo que coincide con nuestro
estudio donde en verano las temperaturas promedios estuvieron entre 31 y 35°C.
Un aumento entre 0.7 y 1°C en la temperatura rectal es suficiente para reducir el
rendimiento en ganado lechero (Shebaita y El-Banna, 1982). En otros estudios
se encontré que la produccion de leche disminuye cuando la TR sobrepasa los
39°C (Igono y Johnson, 1990), enfatizando que las vacas en estado de lactancia
son mas sensibles al estrés cal6rico en comparacién a vaquillas. En ambos
grupos la TR sobrepasé la temperatura rectal normal del ganado lechero en
condiciones termoneutrales que es de 38.5°C (West, 2003), sin embargo en el
grupo invierno la TR no sobrepaso la TR critica e hipertermia en el ganado que es
de 39.5°C (Bourke, 2003). En invierno se presentd un promedio de TR
ligeramente alto (39.1°C), lo que puede atribuirse a que los animales al estar
expuestos a bajas temperaturas, intentaron conservar el calor, ya sea
posiblemente a través de un incremento en el aislamiento del medioambiente
(mayor cobertura de grasa, pelaje mas largo y grueso), produciendo mas calor al
aumentar el consumo de alimento o bien una combinacién de ambos (Arias et al.,

2008).

Las altas temperaturas ambientales traen como consecuencia un
incremento en la temperatura corporal del animal (Stott, 1981), por lo que evaluar
variables como la TR y TV ayudan a tener una idea de la carga de calor o nivel de
estrés en el que un animal se encuentra. En este estudio, el grupo de verano

reporté los picos de TV mas altas a las 1600 y 1700 h del dia que fueron 40.2°C
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en ambas horas, lo que concuerda con la hora del pico de TV de las 1600 h pero
esta por encima de los 39.5°C de TV reportados por Tucker et al. (2008), donde
utilizaron diferentes superficies de sombra (sin sombra, 25, 50 y 99% de sombra)
en ganado bajo sistemas de pastoreo. Muller et al. (1994) también encontraron
resultados similares a los del presente estudio, ya que observaron que las
maximas TV ocurrieron constantemente entre 1720 y 1740 horas del dia en dos
grupos, uno con y sin sombra. Otros investigadores realizaron un estudio donde
proporcionaron sombra artificial a un grupo de vacas Holstein en lactancia contra
un grupo de vacas sin sombra en el verano para observar su efecto sobre la TV,
encontrando que esta empezaba a incrementarse entre las 1000 y 1500 h (Kendall
et al., 2006). Por otra parte, en invierno los picos altos de TV se dieron a las 1700
y 1800 horas pero no sobrepasaron 38.9°C. En este estudio también se observé
qgue en el verano la TV empez6 a disminuir a partir de las 1800 h, presentando el
valor mas bajo (39.1°C) a las 0600 horas. Lo anterior indica que los animales
fueron beneficiados por el ambiente nocturno, lo que ayudé a la disminucion de la
temperatura corporal durante la noche y de esta manera tuvo la capacidad de
disipar el exceso de calor acumulado durante las horas del dia (Spain et al., 2001,
Spiers et al., 2001; Mader y Kreikemeier, 2006). Ademas, un hallazgo interesantes
gue se observé que durante el verano el promedio de TV fue menor (39.5 +
0.013°C) en comparacion al promedio de TR (39.9 + 0.02°C) lo que es diferente a
lo reportado por Burfeind et al. (2012). Estos autores encontraron que la TV fue
mayor (39.6 + 0.4°C) a la TR (39.4 = 0.6°C). Estos resultados se han encontrado

anteriormente en estudios realizados por Burfeind et al. (2011) y podria ser debido
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a que el sensor de temperatura es insertado mas profundo intravaginalmente en

comparacién a un termdémetro colocado via rectal (Burfeind et al., 2012).

4.3. Concentracion de progesterona

En el Cuadro 5 se muestran los promedios de las concentraciones de
progesterona obtenidos en el estudio. Las concentraciones de P4 fueron mayores
(P<0.0001) en invierno que en verano. Los resultados del presente estudio
concuerdan con otros estudios donde se observo que las concentraciones de P4
disminuyen bajo condiciones de estrés caldrico de verano en ganado lechero
(Younas et al., 1993; Howell et al., 1994; Jonsson et al., 1997; Ronchi et al.,
2001). Sin embargo, otros estudios no reportaron cambios en las concentraciones
de P, bajo condiciones de estrés caldrico (Roth et al., 2000; Guzeloglu et al.,
2001). Més aun, contrario a los resultados del presente trabajo, un estudio previo
reportd que las concentraciones de P4, en sangre pueden aumentar o disminuir
dependiendo del tipo de estrés calérico, agudo o cronico (De Rensis y
Scaramuzzi, 2003). Se considera estrés calérico agudo cuando el animal es
expuesto a altas temperaturas durante corto tiempo (segundos 0 minutos) y
estrés caldrico crénico cuando la exposicion a altas temperaturas es de mayor
duracion (horas o dias) (Bauman y Currie, 1980; Chilliard et al., 2000). En base a
esto se reportd que las concentraciones de P4 disminuyen bajo condiciones de
estrés caldrico cronico y por otra parte pueden aumentar luego de ser sometidas
a un estrés calorico agudo (Wolfenson et al., 2000). Tomando en cuenta estos
parametros y en base a las temperaturas corporales obtenidas en nuestro

estudio, se puede asociar que las vaquillas en el grupo de verano estuvieron
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sometidas a estrés caldrico cronico, ya que en este grupo la concentracion de P4
fue menor y la exposicion a altas temperaturas fue constante desde el inicio hasta

el final del experimento.

Una disminucion en las concentraciones de P, por efecto del estrés
calorico puede reflejarse en una baja fertilidad (De Rensis y Scaramuzzi, 2003).
Bajas concentraciones de P, durante la fase Ilutea pueden afectar el desarrollo
folicular, teniendo como consecuencia una maduracién anormal del ovocito y una
muerte embrionaria temprana (Ahmad et al.,, 1995). Por otra parte, durante el
periodo de concepcion, estas bajas concentraciones de P4 pueden llevar a fallas
en la implantaciéon (Mann et al., 1999; Lamming y Royal, 2001). Algunos
investigadores consideran que las bajas concentraciones de P, en plasma son
consecuencia de una reduccién en el nimero de células luteales bajo condiciones
de estrés caldrico (Wolfenson et al., 1993); esta hipétesis es apoyada por otros
investigadores quienes reportaron bajas concentraciones de P, en suero en
vacas estresadas por calor durante la fase litea (Younas et al.,, 1993). Otra
posible explicacion sobre los resultados de concentraciones de P4 en vacas bajo
condiciones de climas célidos, puede ser la baja disponibilidad de colesterol en
plasma y la baja eficiencia del metabolismo de lipidos que sucede bajo estas

condiciones (Ronchi et al., 1999).

4.4, Tasade concepcion

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de la TC obtenidas al primer

servicio en vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado. Se observo que la
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TC entre los grupos mostré una tendencia (P= 0.0557) a incrementarse en

invierno en comparacion al verano a los 30, 60 y 90 dias post- IA.

La tendencia en la tasa de concepcidbn a disminuir en verano en
comparacion a invierno puede ser explicada debido a las altas temperaturas a las
cuales las vaquillas estuvieron expuestas, ya que se incrementd la temperatura
corporal del animal, pudiendo provocar una reduccion en la supervivencia
embrionaria (Jordan, 2003), y en conjunto con las bajas concentraciones de
progesterona por efecto de las altas temperaturas (De Rensis y Scaramuzzi,

2003) que también causan una reduccion en la fertilidad.

Por otra parte, en cuanto a las tasas de concepciéon utilizando semen
sexado, los resultados de nuestro estudio son diferentes a los encontrados por
Mellado et al. (2014), quienes analizaron 64,666 servicios en un periodo de 8
afios para evaluar el efecto del mes de servicio sobre el desempefio reproductivo
de vaquillas y vacas Holstein inseminadas con semen sexado y semen
convencional en un clima arido; los autores reportaron una mayor prefiez por
inseminacion artificial (P/IA) en vaquillas en comparacién a vacas (42.1 vs.
17.1%) inseminadas con semen sexado en los meses de verano. Esta diferencia
es atribuible a que naturalmente las vaquillas tienen una mayor tasa de
concepcion en comparacion a vacas adultas (Pryce et al., 2002). Estos mismos
autores reportaron una P/IA durante los meses de invierno de 21% con semen
sexado en vacas adultas; por otra parte, en verano debido al estrés provocado
por las altas temperaturas, la P/IA fue de 16% con semen sexado (Mellado et al.,

2014). Estos resultados son similares a los de nuestro estudio en cuanto a que la
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tasa de concepcién para ambas épocas del afo fue baja, lo que puede ser
atribuible a diversos factores entre los cuales se manifiesta la baja concentraciéon
(2.1 x 10% de espermatozoides en las pajillas de semen sexado comercial en
comparacién al semen convencional (Garner y Seidel, 2008), lo que puede llegar
a bajar la fertilidad del semen sexado alrededor del 20-30% (Espinosa y Cordova,
2013). Otros autores atribuyen la baja fertilidad del semen sexado a dafos
mecanicos causados durante el proceso de sexado, y en menor grado, a la
tincion y exposicion al laser (Garner y Siedel, 2003; Frijters et al., 2009; Oses et
al., 2009). Se han reportado tasas de prefiez utilizando semen convencional en
vaquillas Holstein de 74 y 69% con diagndstico de prefiez a los 30-33 y 64-67
dias post-IA, respectivamente, mientras que al utilizar semen sexado las tasas de
prefiez se redujeron a 55 y 48% con diagnéstico de prefiez en los mismos dias
post-IA (Weigel, 2004). Algunos estudios mencionan que la baja fertilidad al
utilizar semen sexado con baja concentracion de espermatozoides puede ser
contrarrestada al depositar el semen cerca del sitio de fertilizacién (Hunter y
Greve, 1998; Dalton et al., 1999). Sin embargo, Kurykin et al. (2006) reportaron
gue la tasa de prefiez de vaquillas Holstein no fue influenciada por el sitio de
deposicion del semen. Segun Seidel y Schenk (2008), la tasa de prefiez no
mejoré al aumentar las concentraciones de espermatozoides arriba de 2.1 x 10°
en las dosis de semen sexado, y asimismo, las tasas de prefiez utilizando semen
sexado con concentraciones de 2.1 x 10° espermas no fueron notablemente
menores a las tasas de prefiez utilizando semen convencional con concentracion

de 20 x 10° espermas.
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Existen diversos factores que pueden llevar a una baja fertilidad del
semen, no solo las bajas concentraciones de espermas utilizados. Se ha
demostrado que existe una relacion entre caracteristicas seminales y el ambiente.
Las temperaturas elevadas disminuyen la concentracion espermatica, reducen la
motilidad y aumenta el nimero de anormalidades de los espermatozoides (Valle
et al., 2005), lo que lleva a una baja fertilidad. Uno de los grupos de este
experimento fue la inseminacion de vaquillas durante la época de invierno
utilizando semen sexado, observandose una tasa de concepcion de 30% lo que
es menor comparado a lo que se ha obtenido en la misma granja y en la misma
época del afio, que fue alrededor del 78% segun registros de inseminaciones con
semen sexado de 2007 a 2010 (Callejas, 2013). Las bajas tasas de prefiez
utilizando semen sexado en este experimento pudieron estar relacionadas,

probablemente a una posible baja calidad del semen del toro utilizado.

45. Concentracion de metabolitos

En el Cuadro 6 se presentan los promedios de las concentraciones de
glucosa y colesterol obtenidos en el estudio. Las concentraciones de glucosa
(GLU) y colesterol (COL) entre las épocas verano e invierno fueron diferentes
(P<0.0001), mostrando mayores concentraciones durante el invierno. En la Figura
3 se muestran las concentraciones de triglicéridos (TRIG) a diferentes dias post-1A
entre las épocas verano e invierno. La concentracion de TRIG fue diferente
(P<0.0001) entre las épocas durante los dias 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 post-IA,
presentando las mayores concentraciones durante la época de verano. Se

observo diferencia numérica entre las épocas en el dia 21 post-IA (P=0.1088).
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Las concentraciones de glucosa en sangre disminuyen en los meses de
verano comparado con los meses de invierno (Whitaker et al., 1993; Jolly et al.,
1995; Jonsson et al.,, 1997; De Rensis et al., 2002), probablemente por el bajo
consumo de materia seca y por un incremento en el balance energético negativo
(De Rensis y Scaramuzzi, 2003). Nuestros resultados obtenidos de GLU son
diferentes a lo encontrado por otros investigadores, donde reportaron que las
concentraciones de GLU incrementaron en vacas lactantes de la raza Holstein y
Cebu Lechero Australiano durante los meses de verano en comparacion a los
meses de invierno, sin embargo, disminuyeron para vacas de la raza Jersey;
atribuyéndose estos resultados a un incremento en las demandas energéticas lo
cual esta relacionado a un incremento en la frecuencia respiratoria para disipar el
calor, y en conjunto con una posible disminucion en el consumo de alimento,
pueden causar una movilizacion de las reservas de grasa del cuerpo para
incrementar los niveles de GLU en sangre (Srikandakumar y Johnson, 2004).
Asimismo se menciona que bajo condiciones de estrés calorico, el cortisol tiene
una accion hiperglucémica necesaria para aumentar las concentraciones de
glucosa (Silanikove, 2000). Sin embargo estas, diferencias en comparacion a
nuestro experimento pueden ser atribuibles a la etapa fisiol6gica de los animales,
ya que los animales en nuestro estudio eran vaquillas y estas tienen un menor
requerimiento nutricional en comparacion a vacas en lactancia. Las bajas
concentraciones de glucosa obtenidas durante los meses de verano en nuestro
estudio pudieron afectar la fertilidad de las vaquillas, considerando que la GLU
esta directamente involucrada en modular la secrecion de LH (Bucholtz et al.,

1996), y una hipoglicemia severa inhibe la secrecién pulsatil de LH y previene la
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ovulacion (Jolly et al., 1995) afectando directamente la fertilidad de vaquillas

lecheras.

En nuestro estudio, las concentraciones de COL en plasma se vieron
significativamente reducidas en el verano en comparacion al invierno. Estos
resultados coinciden con otro estudio donde midieron los parametros de sangre en
los periodos mas calientes de dos veranos consecutivos en vacas Holstein Italiano
lactantes, encontrando que las concentraciones de COL en plasma también se
veian reducidas en estos periodos calientes donde el estrés por calor fue mas
pronunciado en comparacion al resto del verano (Abeni et al., 2007). Estas bajas
concentraciones de COL en plasma pueden atribuirse a una reduccion en la
actividad hepética bajo condiciones de estrés calo6rico (Ronchi et al., 1997; 1999).
Asimismo, otros investigadores mencionan que esta reduccién de COL en sangre
puede ser por un incremento en la utilizacion de los lipidos por el tejido periférico
(Abeni et al. 2007). Por otra parte, las bajas concentraciones de COL obtenidas
bajo condiciones de estrés caldrico pueden ayudar a explicar las reducidas
concentraciones de P4 en estas mismas condiciones (Ronchi at al., 1999), ya que
el COL es un precursor indispensable de la novo sintesis de P, (Staples et al.,
1998), y tendria como consecuencia un efecto negativo sobre la fertilidad del

ganado lechero.

Las concentraciones de TRIG en plasma en nuestro estudio mostraron un
incremento durante la época de verano en comparacion a la época de inverno.
Estos resultados coinciden con un estudio realizado por Scharf et al. (2010),

donde evaluaron algunos parametros en suero sanguineo entre novillos de dos
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razas (Romosinuano y Angus) bajo condiciones termoneutrales y bajo estrés
caldrico, encontrando que las concentraciones de TRIG en sangre incrementaron
bajo condiciones de estrés calérico en ambas razas, pero no observaron
diferencias entre las razas, sin embargo, no presentaron una explicacion a esta
respuesta. Por otra parte, en otro estudio realizado en ovejas Iranis de cola
grasosa bajo condiciones de estrés por frio, zona termoneutral y estrés por calor
(4°C, 21°C y 40°C respectivamente), se reportd que las concentraciones de TRIG
en sangre disminuyen bajo condiciones de estrés por frio y estrés por calor en
comparacién a zona termoneutral, sin embargo, estas concentraciones de TRIG
fueron similares bajo condiciones de estrés por frio y calor (Nazifi et al., 2003) y
enfatizaron que esto podria deberse a que bajo condiciones de estrés calorico las
concentraciones de TRIG estan correlacionadas negativamente con los niveles de
tiroxina, ya que entre los efectos de las hormonas tiroideas esta la estimulacion de
sintesis y degradacion de triglicéridos. En otro estudio también encontraron una
reduccién en las concentraciones de TRIG en los periodos mas calientes del
verano (Abeni et al., 2007), y puede ser debido a que se produce un incremento

en la utilizacién de lipidos por el tejido periférico bajo estas condiciones.
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V. CONCLUSIONES

» Las vaquillas del grupo verano estuvieron sometidas a un estrés por calor
moderado en comparacion a las vaquillas del grupo invierno debido a las
altas temperaturas de la época, reflejado en un incremento en la frecuencia

respiratoria, en temperatura rectal y en temperatura vaginal.

» Las concentraciones de progesterona fueron menores en las vaquillas del
grupo verano en comparacion a las del grupo invierno como consecuencia
de las altas temperaturas a las que estuvieron expuestas y, posiblemente,

por la baja disponibilidad de colesterol en plasma.

» El estrés caldrico al cual estuvieron expuestas las vaquillas del grupo
verano también se vio reflejado en las bajas concentraciones de glucosa y

colesterol en sangre en comparacion a las del grupo invierno.

» Latasa de concepcion utilizando semen sexado mostré una tendencia a ser
mayor en la época de invierno, ya que las condiciones severas de estrés
caldrico en verano produjeron bajas tasas de concepcion en las vaquillas,
sin embargo, en invierno se consideran bajas en relacion a otros estudios y

afos previos en la misma explotacion.

» Las bajas tasas de prefiez en ambas épocas utilizando semen sexado
pudieron estar relacionadas principalmente a una posible baja calidad del

semen del toro utilizado.



Cuadro 1. Ingredientes y composicion quimica de la dieta de verano.
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Ingredientes (%)
Ensilaje de sorgo 52
Paja de trigo molido 10
Revuelto de alfalfa 10
Alfalfa limpia 13
Trigo rolado 10
Grano de destileria 3
Minerales (premix recria) 2
Composicion quimica (%)
Materia seca (MS) 89.9
Humedad 10.0
Proteina cruda 13.5
Extracto etéreo 2.0
Cenizas 11.4
Fibra detergente acida (FDA) 42.4
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Cuadro 2. Ingredientes y composicion quimica de la dieta de invierno.

Ingredientes (%)
Ensilaje de sorgo 30
Forraje molido (trigo y sorgo) 10
Alfalfa limpia 11
Revuelto de alfalfa 17
Maiz rolado 5
Esparrago 25
Minerales (premix recria) 2
Composicion quimica (%)
Materia seca (MS) 94.0
Humedad 5.9
Proteina cruda 11.1
Extracto etéreo 1.9
Cenizas 11.7

Fibra detergente acida (FDA) 48.6




Cuadro 3. Condiciones climatolégicas pre y post- IA durante el desarrollo del estudio.
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Temperatura ambiente, °C
Dia

Noche

Humeda relativa, %

Dia

Noche

Velocidad de viento, m/s
Dia

Noche

Radiacién solar, W/m?
Dia

Noche

ITH, unidades

Dia

Noche

Grupos
Verano Invierno

Pre IA Post-1A Promedio Pre IA Post-1A Promedio
35.2 35.3 35.2 17.8 18.4 18.1
30.3 32.0 31.1 13.2 13.0 13.1
33.8 45.2 39.5 50.4 38.1 44.2
43.2 53.1 48.1 58.6 47 .4 53.0
2.8 2.9 2.8 51 7.7 6.4
2.4 3.0 2.7 3.1 3.8 34
5394 470.1 504.7 306.6 429.7 368.2
171 9.6 13.3 0 1.3 0.7
81.1 83.7 82.4 62.5 62.8 62.6
77.2 81.1 79.1 56.4 56.2 56.3

IA: inseminacion artificial.
Dia: 06:00 — 17:00.
Noche: 18:00 — 05:00.
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Cuadro 4. Comportamiento fisiologico de vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado en dos
diferentes épocas del afio.

. . . Temperatura Vaginal
Frecuencia Respiratoria Temperatura Rectal (°C) P g

(°C)
Grupos Pre-1A Post-1A Pre-1A Post-1A Pre-1A Post-1A
Verano 959+ 1.1* 935+0.7% 40.3+0.04%> 39.9+0.022 39.5 + 0.0132
Invierno 449+09° 39.6+0.7° 39.1+0.04° 39.2+0.03° 38.6 + 0.013°

2P valores dentro de la misma columna con distinta literal difieren (P<0.0001).
(---): Datos no obtenidos.



45

Cuadro 5. Concentracion de P4 (ng/ml) y tasa de concepcion a primer servicio de
vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado en dos diferentes épocas del afo.

Tasa de concepcion a diferentes

dias Post- IA
Grupos
35 60 90 % Hembras Py
Verano 12.5 (5/40)® 12.5 (5/40)* 12.5(5/40)*> 100 (5/5)° 4.9 +0.88°
Invierno 30 (12/40)° 30 (12/40)° 30 (12/40)°  91.6 (11/12)* 9.5+ 0.68¢

&b v/alores en la misma columna con distinta literal mostraron una tendencia a ser
diferentes (P= 0.0557).
¢dValores en la misma columna con distinta literal difieren (P<0.0001).
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Cuadro 6. Concentracion sérica de glucosa y colesterol (mg/dl) en vaquillas Holstein en dos
diferentes épocas del afio (Media + EE).

Grupos Glucosa Colesterol
Verano 56.7 + 1.4° 115.0 + 2.5°
Invierno 88.8+1.1° 131.4 +1.9°

ab valores en la misma columna con distinta literal difieren (P<0.0001).
EE: Error estandar.



Fluido isotonico

Figura 1. Representacién esquemaética del proceso de citometria de flujo.
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Figura 2. Promedios de temperaturas vaginales durante las 24 horas del dia en

épocas del afio (Media + EE).
* Diferencia significativa (P<0.0001).

vaquillas Holstein en dos diferentes
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Figura 3. Promedios de concentraciones de triglicéridos a diferentes dias post-IA en dos diferentes épocas del afio en
vaquillas Holstein.

* Diferencia significativa (P<0.0001).

**: Diferencia numérica (P=0.1088).
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