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1. INTRODUCCION

En la Region Noreste de México se encuentra ubicada la cuenca lechera
mas importante del Pais, dicho lugar es conocido como Region Lagunera, la cual
esta conformada por municipios de los Estados de Coahuila y Durango. El sector
pecuario representd en 2011 una produccién anual de aproximadamente 11 mil
millones de pesos, tan solo en la Regibn Lagunera de ambos Estados,
produciendo en ese afio 2,272,220 mil toneladas de leche (SIAP, 2012). El
sistema de explotacion de leche es altamente especializado, siendo las vacas
sujetas a una dieta que les permita lograr producciones de leche muy elevadas,
con ordefias tres veces por dia y altas persistencias, lo cual se traduce en

lactancias prolongadas (>400 dias) en una alta proporcién de las vacas.

Sin embargo, dicho sector se enfrenta a una diversidad de factores que
impactan de manera negativa su actividad, estos factores van desde precios
elevados de los insumos, disponibilidad y costo de alimentos, factores climaticos
adversos, problemas sanitarios, etc. Debido a lo extenuante que puede
considerarse la explotacion del ganado lechero y la relacion que guarda con las
condiciones climaticas de extremo calor imperantes en la region, se han
observado diferentes problemas derivados de ello, como problemas reproductivos,
disminucién en la produccion de leche, disminucién del contenido de sélidos de la
leche en los meses mas calurosos del afio, enfermedades metabdlicas y pddales,

etc.



El efecto del estrés térmico sobre el ganado lechero deriva en un mayor
namero de vacas repetidoras, es decir, animales que requieren de un alto nimero
(>5) de inseminaciones para lograr la gestacion, disminucion en la tasa de prefiez,
mortalidad embrionaria, etc. En una explotacion especializada, las vacas que han
sufrido de problemas reproductivos recurrentes o que no han logrado llegar
satisfactoriamente al parto son desechadas, vendiéndose para abasto, lo que
significa la consecuente pérdida de un animal con un alto potencial genético para
produccion de leche, y por ende, una pérdida econémica importante. Ademas, uno
de los factores que representa un gran costo para la actividad, es el
abastecimiento de animales de remplazo en el hato, siendo este generado en los
establos o importado de diferentes lugares como: Nueva Zelanda, Australia,

Estados Unidos y Canada.

La importacién de animales de remplazo conlleva diferentes aspectos a
analizar, como el posible riesgo sanitario derivado de la introduccién de
enfermedades exéticas al Pais, la adaptacion de los animales a un clima muy
diferente al de su lugar de origen, elevados costos de traslado, etc. Se considera
gue una alternativa para contrarrestar dichos problemas seria la induccién
hormonal a la lactancia, permitiendo asi evitar pérdidas involuntarias por desecho
y obtener producciones considerables de leche de vacas que de una forma
convencional se habrian desechado, desperdiciando su potencial genético y
elevando los costos de produccion. Las vacas inducidas a la lactancia pueden
sostener producciones elevadas y sostenidas, cercanas a las de vacas en

produccion de manera natural (Macrina, et al., 2011, Mellado et al., 2011).



En los hatos lecheros, los problemas reproductivos parece ser una de las
principales causas de desecho involuntario, lo que conduce a pérdidas productivas
y econdmicas ya que estos problemas reducen el nimero de vacas de ordefio vy,
en consecuencia, afecta la produccién de leche / ha / afio. Por lo tanto, la
induccion artificial a la lactancia es una de las herramientas para reducir la tasa de

desecho involuntario, asi como las pérdidas genéticas (Corradi, 2010).

Por otra parte, las condiciones climaticas extremas en la regiéon Lagunera
han dado lugar a que se dependa fuertemente de animales de reemplazo de
lugares cercanos, e incluso se importan animales del extranjero. Lo anterior causa
fuertes pérdidas economicas para los productores por los altos costos de los
animales de reemplazo. Una forma de solucionar este problema es evitar o reducir
la importacion de becerras y producirlas en cantidades suficientes en los establos
lecheros, esto a través del uso de semen sexado. Con esta tecnologia el 90% de
las crias nacidas son hembras (Seidel et al., 1999; Mellado et al., 2011), lo cual,
aparte de aportar abundantes hembras para el establo, se disminuye la incidencia

de distocia.

El uso de semen sexado es una tecnologia que ha demostrado producir una
mayor proporcion de terneras de semen convencional (DeJarnette et al., 2009).
Debido a que las terneras son mas valiosas que los terneros machos, el uso de
semen sexado es econémicamente atractivo, aunque la inseminacién con semen
sexado reduce la fertilidad (DeJarnette et al., 2009), particularmente en vacas

multiparas. La decision de usar semen sexado debe ser de caracter econémico



sobre la base de un analisis cuidadoso de los gastos de balance entre los costos
adicionales (el semen sexado es mas costoso que el convencional) y los ingresos

potenciales.

Ademaés del aumento del costo de semen sexado, la disminucion del riesgo
por concepcion (CR) impide que algunos productores adopten esta tecnologia. El
riesgo por concepcion disminuye de un 12 a 20% en comparacion con el semen
convencional. Debido a esta caracteristica indeseable, el semen sexado ha sido
utilizado principalmente y se recomienda su uso sélo en vaquillas (Seidel, 1999;
2007). Se desconoce el impacto de las condiciones climaticas sobre las tasas de
prefiez que pueden lograrse en las diferentes épocas del afio. Por lo anterior, se
consideré pertinente estudiar, también, el efecto de la época del afio sobre la tasa

de prefiez con semen sexado.



2. OBJETIVOS

Comparar la produccion lactea de vacas que fueron inducidas
hormonalmente a la lactancia de manera consecutiva, entre su primer y segunda

lactancia.

Determinar el modelo matematico mas apropiado para su utilizacion en

curvas de lactancias inducidas.

Determinar el efecto del mes de inseminacién sobre la eficiencia en la
reproduccion en vacas y vaquillas inseminadas con semen sexado 0 semen

convencional, sujetas a estrés térmico.

3. HIPOTESIS

La cantidad de leche producida durante la segunda lactancia inducida es

similar a la obtenida durante la primera inducciéon hormonal a la lactancia.

Existen modelos matematicos capaces de describir de manera satisfactoria

curvas de lactancias de 12 meses 0 mayores.

Las tasas de prefiez de las vacas Holstein sujetas a estrés térmico son
diferentes en vacas y vaquillas inseminadas con semen sexado 0 semen

convencional.



4. REVISION DE LITERARTURA

4.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria es una glandula epitelial exocrina, exclusiva de los
mamiferos, que estd extraordinariamente bien adaptada, cuantitativamente y
cualitativamente, a las necesidades de crecimiento y a la conducta de cada
especie. Tiene gran parecido histoldgico con otras glandulas epiteliales como las
salivares y sudoriparas. La secrecion de leche se describe habitualmente como la
actividad de una fébrica celular (el lactocito) que se transforma en producto (la
leche). El proceso se controla integralmente por sistemas hormonales autocrinos y
neuroendocrinos. Su desarrollo se produce principalmente durante la gestacion y
el inicio de la lactacién, involucionando muy rapidamente después del secado

(Caja et al., 2002; Rowson et al., 2012).

Las glandulas mamarias son glandulas exocrinas cuya funcién es la
transferencia de nutrientes de la vaca al ternero. En el caso de los bovinos la ubre
consiste de 4 glandulas mamarias, las cuales se mantienen independientes una de
otra, comprendiendo las siguientes estructuras anatémicas: 1) Una estructura
externa formada por un aparato suspensorio, 2) una estructura interna que consta
de un estroma (armazon de tejido conectivo) y un parénquima (parte epitelial y
secretora) que por lo general, cuando se encuentra en reposo, presenta una

coloracién gris amarillenta o ambar y cuando esta en produccién mantiene una


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1084952112000717

coloracion rosa pélido, y por ultimo, 3) los conductos, vasos sanguineos y nervios

(Reece, 2005).

4.2. DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA

El desarrollo de la glandula mamaria se inicia en el feto en todas las
especies mamiferas. En el feto bovino, desde el ectodermo, las lineas mamarias
son visibles desde el dia 35 (Meyer et al., 2006a). Alrededor del tercer mes se
forman los canales mamarios y los conductos excretorios y luego se forman los
alvéolos. El sistema excretorio es completado al final del segundo trimestre de la
vida fetal (Meyer et al., 2006b). Durante el primer estadio postnatal, el proceso de
crecimiento es a una tasa igual que el resto del cuerpo (crecimiento isométrico). Al
comienzo del tercer mes la glandula mamaria comienza a crecer de 2 a 4 veces
mas rapido que el resto del cuerpo hasta la pubertad (crecimiento alométrico;
Meyer et al., 2005). Previo a la pubertad el tejido mamario es influenciado por

factores de crecimiento y hormonas (Glauber, 2007).

En la edad adulta el ciclo de la lactacion puede dividirse en periodos
consecutivos: mamogenesis, lactogénesis, galactopoyesis e involucion. Cada una
de estas fases es determinada por un estricto control hormonal. En este proceso
son tres categorias de hormonas las que estan involucradas: 1) hormonas
reproductivas (estrogenos, progesterona, lactégeno, placentaria, prolactina y

oxitocina) actuan directamente sobre la glandula mamaria. 2) Hormonas del



metabolismo (hormona del crecimiento, corticosteroides, tiroides, insulina) que
funcionan en distintas partes del cuerpo y a menudo tienen efecto sobre la
glandula, y 3) hormonas de produccion local que incluyen la hormona de
crecimiento, prolactina, paratiroidea peptidica (PTHrp) y leptina (recientemente
descrita, como una hormona con sintesis en el tejido adiposo pero también en la
glandula mamaria), la PTHrp se expresa en células del epitelio mamario durante la

lactacion (Glauber, 2007).

4.3. MAMOGENESIS

Se cree que en los bovinos el desarrollo de las células secretoras se
detiene al momento del parto. Es por lo anterior que el potencial de produccion de
leche depende en gran medida del crecimiento mamario durante la pubertad y el
periodo previo al parto. El crecimiento durante la pubertad es menor que en el
periodo previo al parto, sin embargo se considera que el crecimiento de la ubre en
este periodo es determinante para una buena lactancia (Johnsson, 1988; Troccon

y Petit, 1989; Waldo et al., 1989).

Las Hormonas del metabolismo, factores de crecimiento y la prolactina son
necesarias para el desarrollo de la glandula mamaria, especialmente las hormonas
sexuales esteroideas. Durante la gestacion, la proliferacion del epitelio mamario es
dependiente de estrogenos y progesterona. Los receptores especificos para esas

hormonas se expresan en niveles muy bajos durante la mamogénesis o



lactogénesis. Los estrogenos también estimulan la secrecion de IGF-I (Factor
crecimiento de la insulina) a partir de las células del estroma de la glandula
mamaria y causa el crecimiento de células epiteliales. La mamogénesis no se lleva

a cabo en ausencia de prolactina y hormona de crecimiento (Glauber, 2007).

Las hormonas esteroidales requieren prolactina y hormona de crecimiento
para la actividad mamogénica (Forsyth, 1986). En especies de laboratorio, se ha
demostrado que inyecciones de prolactina promueven el buen desarrollo del
sistema l6bulo-alveolar mamario (Sejrsen, 1994). Los efectos del estrogeno y la
progesterona sobre la mamogénesis fueron evaluados extensivamente en los
intentos para la induccion a la lactancia en vacas no gestantes, principalmente en
los afios 70s (Akers, 2006). Independientemente de la aplicacion de técnicas
moleculares de la biologia de la glandula mamaria, se ha establecido que la
prolactina y los glucocorticoides son estimuladores primarios de la diferenciacion

de células mamarias (Akers, 2006).

4.4. LACTOGENESIS Y GALACTOPOIESIS

La produccion de leche es controlada por las hormonas lactogénicas
prolactina y hormona del crecimiento (HC) durante la lactogénesis y lactopoiesis.
La prolactina y la HC son esenciales para la transicion de tejido a glandula
mamaria lactante a través del dominio de HC sobre la prolactina durante la

galactopoiesis en rumiantes a diferencia de humanos. En el mantenimiento de la



produccion lechera o galactopoiesis, la prolactina (PRL) en la vaca lechera es de
gran importancia. La accion de la prolactina es a través del epitelio mamario en
forma directa o factores de transcripcion, semejante a la HC que actua en forma
directa en la glandula o indirectamente con produccién de IGF-I local o producida
en el higado. Las células mamarias bovinas presentan receptores IGF-I y I,
receptores de insulina y proteinas de union IGF (Glauber, 2007 Meyer et al.,

2006).

La lactogénesis conlleva 2 procesos: el primero de ellos consiste en
estructuras limitadas y el otro es la diferenciacion funcional del epitelio secretor
durante el periodo inmediato del preparto con el inicio abundante de sintesis y
secrecion de leche durante la lactancia (Collier et al., 1975; Baldwin et al., 1994;
Akers, 2006; Norgaard et al., 2008). Alteraciones en la actividad de las hormonas,
o factores de crecimiento que modifiquen la glandula mamaria en las fases antes
mencionadas, repercuten en la produccion de leche (Akers, 2006; Finucane et al.,
2008). El proceso de la galactopoiesis y lactogénesis se ha inducido con
tratamientos hormonales, tanto en bovinos (Mellado et al., 2006) como en ovinos y

caprinos (Mellado et al., 1996; Salama et al., 2007).

10



4.5. IRRIGACION DE LA GLANDULA MAMARIA

En general, las gldndulas mamarias de un mismo lado reciben sangre de la
arteria pudenda externa del lado correspondiente y s6lo una pequefia parte de
cada glandula recibe irrigacion complementaria de la arteria pudenda interna. La
arteria pudenda externa presenta dos gruesas ramas en la glandula mamaria
conocidas como la arteria mamaria craneal y la arteria mamaria caudal, cuando

atraviesa el anillo inguinal (Frandson, 2009).

El parénquima mamario y su red de capilares se desarrollan en paralelo y
comparativamente en una tasa mas lenta desde la prefiez. El desarrollo de
conductos y bifurcaciones del parénquima mamario madura con el crecimiento
mamario. El volumen sanguineo se expande en el animal prefiado y alrededor del
15% de la produccion cardiaca estd directamente relacionada con la unién
placento-fetal hasta el final de la gestacion. Al momento del parto la mayoria del
flujo es redireccionado del Gtero hacia la glandula mamaria. Un flujo sanguineo
adecuado de la glandula es esencial para la produccion de leche, proporcionando
los precursores necesarios en la sintesis de los componentes lacteos (Glauber,

2007).

Asimismo, otros 6rganos como el tracto gastrointestinal y el higado, también
usan parte de ese elevado volumen sanguineo. La produccion de CO;

directamente se correlaciona con el flujo sanguineo mamario. Aunque el flujo

11



sanguineo mamario aumenta sustancialmente al parto, el completo desarrollo de
la red capilar y actividad metabolica, a juzgar por la actividad de la anhidrasa
carbonica en el endotelio capilar, no se alcanza hasta varios dias después del
parto en la cabra. El flujo sanguineo de la gldndula mamaria se correlaciona con la
produccion de leche y disminuye luego del pico de lactancia cuando comienza a

declinar la produccién (Glauber, 2007).

4.6. INVOLUCION DE LA GLANDULA MAMARIA

Involucién se refiere a la regresion gradual de la glandula mamaria después
de cumplir su funcién durante la lactacion fisiologica. El curso de eventos durante
este estadio es importante dado que tiene impacto sobre la futura lactancia. Igual
gue en otros periodos de la lactancia, esta bajo control endocrino (Li et al., 1997).
Experimentos In vitro indican que la pérdida de células epiteliales por apoptosis
esta relacionado con la disminucion de nivel de prolactina, hormona de
crecimiento e IGF-I. La HC normalmente estimula la sintesis de IGF-I y optimiza la
accion de la prolactina por supresion de la accion de IGFBP-5 (IGF unidn proteica
5), el cual es un inhibidor de la accion del IGF-1. En roedores, la disminucion del
nivel de prolactina puede ser considerado como el principal signo para controlar la

muerte celular durante la involucion (Glauber, 2007).

Otro factor inhibidor de lactancia ha sido propuesto como participe en la
reduccion de la sintesis de leche durante el cese de la lactacion e involucion

(Wilde et al.,, 1997). Las vacas en lactancia son usualmente secadas entre 8-9

12



semanas antes del parto programado. El periodo “seco” es de suma importancia,
hay vacas actualmente que se secan con producciones de 30 litros 0 mas. Existe
informacion respecto al estrés metabdlico asociado con manejo del secado y su
relacion con los problemas sanitarios alrededor del parto y la etapa de transicion

(Glauber, 2007).

4.7. INDUCCION ARTIFICIAL A LA LACTANCIA

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que las hormonas juegan un
papel importante en la funcién y desarrollo de la glandula mamaria, ademés se ha
examinado el papel de los estrégenos como estimulantes de la mamogénesis en
vacas lecheras, mostrando que los estrogenos estimulan el crecimiento del ducto
mamario, y en combinacién con la progesterona estimula el desarrollo |6bulo-
alveolar de la glandula mamaria (Tucker, 2000). Los estrégenos también estan
involucrados en la iniciacion de la lactogénesis, iniciando la lactacion en dos
formas. Causando la liberacién de prolactina de la glandula pituitaria anterior hacia
el torrente sanguineo, y aumentando el nimero de receptores a la prolactina en

las células de la glandula mamaria (Nagasawa, 1969; Sheth, 1978; Tucker, 2000).

Smith y Schanbacher, (1973,1974) reportaron que la induccion a la
lactancia en vaquillas y vacas, mediante la aplicacibn de 17-f estradiol y
progesterona dos veces por dia durante siete dias, daba resultados exitosos.

Narendran et al. (1974) describieron que la leche producida bajo este
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procedimiento no fue diferente a la leche producida de manera natural, ademas las
glandulas mamarias no mostraron anormalidades. Smith y Ferguson (1970) y
Smith et al. (1971) reportaron que la aplicacion de 17- 3 estradiol combinada con
progesterona por 7 dias pueden provocar la formacion de calostro en vacas secas,

vacias y en becerras.

En la década de los 70°s, se observd que la produccion de leche de vacas
inducidas hormonalmente a la lactancia fue de un 70% con respecto a su lactancia
anterior (Smith, 1973). La produccion de leche de vacas y novillas inducidas
hormonalmente a la lactancia es variable y menor a la observada en los animales
después del parto (Smith, 1974; Magliaro et al, 2004; Macrina et al, 2011).
Macrina, et al. (2011), observé que las vaquillas que han sido inducidas a la
lactancia a los 15 meses de edad, no muestran un desempefio mas eficiente
comparado con las lactancias de vaquillas criadas de manera natural, ademas
observaron picos de produccion de entre 17 a 31 kg. de leche por dia. Sin
embargo, la aplicacién de somatotropina bovina iniciando a los 25 dias en leche
en vaquillas inducidas hormonalmente a la lactancia de 15 o0 mas meses de edad
provocé un aumento de 14.7% en la produccién de leche en comparacién con

animales no tratados (Macrina et al., 2011).
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El rendimiento en la produccion de leche esta relacionado directamente con
la frecuencia en el ordefio, por lo tanto un aumento en dicha frecuencia al
comienzo de la lactancia, aumenta tanto la produccion como la persistencia en
vacas lecheras (Hale et al., 2003; Norgaard et al., 2005; Wall y McFadden, 2007).
La reduccion en la frecuencia de ordefio presenta un efecto contrario al
mencionado anteriormente (Erdman y Varner, 1995; O’Brien et al., 2002). La
lactancia temprana es una de las etapas mas dificiles y demandantes en las vacas
lecheras, debido a los cambios metabdlicos que sufren y a las demandas de

nutrimentos para produccién de leche (Coffey et al., 2004).

El nimero de células epiteliales mamarias y su actividad secretora
determinan la duracién de la curva de lactancia. Dependiendo de las razas, un
incremento en la actividad de las células secretoras mamarias provoca un
incremento en la produccion de leche al pico de lactancia. Por el contrario, una
disminucién de dichas células reduce la produccion de leche después del pico de
lactancia (Capuco, 2003). Como ha sido descrito por Capuco et al. (2001), la
produccion de leche esta en funcién del numero de células epiteliales mamarias y
su actividad secretora, proponiendo bajo este principio, que la perdida de éstas
células después del pico de lactancia, provocan una disminucion de produccién

de leche, afectando asi la persistencia en la produccion.
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4.8. METODOS DE INDUCCION

La induccion hormonal de la lactancia se remonta a 1928, cuando Stricker y
Greuter (1928) encontraron que la glandula pituitaria anterior actuaba sobre la
lactogénesis. La primera induccion exitosa de lactancia en cabras mediante
sustancias de la adenohipdfisis se inform6 por Evans (1933). Los requerimientos
hormonales para provocar la lactogénesis en el ganado vacuno fueron revisados
por Meites (1961) y por Erb (1977). Haciendo hincapié en la necesidad de la
aplicacion de una dosis de estrogeno apoyando lo descrito por Turner et al. (1959,

1956, 1963, 1955, 1961, 1962).

Smith y Schanbacher (1971, 1973, 1974) introdujeron un método con mayor
éxito que el estrégeno solo, una combinacion de estrégeno y progesterona. La
ventaja es que el estrogeno y la progesterona son necesarios para crear una
sinergia con las hormonas adenohipofisarias en el crecimiento de estructuras
I6bulo-alveolares de la glandula. El estrégeno puede permanecer o
suficientemente alto como para estimular la liberacion de prolactina pituitaria

(Meiters, 1961), que se considera esencial para iniciar la lactancia (Erb, 1977).

Smith y Schanbacher (1974) aplicaron inyecciones subcutaneas de
estradiol 17-p (60 mg/600 kg de peso por dia) y progesterona (150 mg/600 kg de
peso corporal) durante 7 dias, este tratamiento indujo la lactancia en novillas

Holstein. Skrzeczkowski et al. (1979) aplicaron inyecciones de estradiol 17-f vy
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progesterona en una proporcion de 1. 2.5 durante 7 dias, con lo cual iniciaron
exitosamente la lactancia en 10 vacas Holstein tratadas. Estudios realizados por
Deshmukh et al. (1992), indican también que usando 0.1mg de estradiol y 0.25 mg
de progesterona/kg, subcutaneamente por 7 dias, y posteriormente una aplicacion
de una sola inyeccién intramuscular de 20 mg de dexametazona los dias 18,19 y
20, ademés de una inyeccién de reserpina (5 mg) los dias 8, 10, 12 y 14, se

obtuvo una buena induccion a la lactancia.

En un estudio realizado por Magliaro et al. (2004), se evalué la eficacia de
la bST para incrementar la produccion de leche en vacas inducidas a la lactancia
con estrdgeno y progesterona. Se utilizaron 28 vacas Holstein, las cuales fueron
inducidas a la lactancia con 17-B-estradiol (0.075mg/kg de peso por dia) y
progesterona (0.25 mg/kg/dia) por 7 dias) empezando la lactancia el dia 18. El dia
37 de la lactancia se separaron aleatoriamente en 2 grupos: El grupo control sin
somatotropina y el tratado con somatotropina iniciando su aplicacion el dia 70 de
la lactancia. Las vacas tratadas con bST produjeron mas leche (28.4 kg/dia) que

las vacas testigo (24.1 kg/dia).

Mellado et al. (2006) compararon la produccion de leche y rendimiento
reproductivo en vacas lecheras pluriparas, cuya lactancia era inducida con
tratamiento hormonal o seguido de un parto natural. Usando 179 vacas altas
productoras de leche en un establo lechero grande, en un entorno arido caliente
en el norte de México, donde la somatotropina fue usada rutinariamente en todas
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las vacas. La induccion lactea en 98 vacas que fracasaron de quedar gestantes se
trataron con 500 mg de bST en los dias 1, 8 y 21. Desde el dia 2 al 8, las vacas se
trataron con cipionato de estradiol (0.30 mg/kg de peso vivo por dia) y
progesterona (0.28 mg/kg/dia). Desde el dia 9 al 15 se aplic6 sélo cipionato de
estradiol. No se administr6 nada los dias 19 al 21. La lactancia fue inducida
exitosamente en las 98 vacas sometidas al tratamiento hormonal. Todas las vacas
recibieron 500 mg de bST cada 14 dias a lo largo de la lactancia desde 63 + 7 dias
después de haber empezado la lactancia. Las vacas inducidas a la lactancia
produjeron menos leche a los 305 dias de lactacién (9,599 + kg) que el grupo

control (12,302 + 124 kg).

4.9. HORMONAS QUE INTERVIENEN EN LA PRODUCCION DE

LECHE

Las hormonas tiroideas son importantes reguladores de la funcién de la
glandula mamaria. En ausencia de ellas, el crecimiento y la diferenciacién del
epitelio mamario se reducen (Vonderhaar, 1979). En vacas lecheras, la
administracion de tiroxina aumenta la produccion lactea en un 27% (Hindery,
1965), la produccion de lactosa en un 25% vy el porcentaje de grasa en un 42%
(Davis, 1988). Las hormonas tiroideas son afectadas por la aplicacion de
somatotropina bovina (bST) a vacas lecheras en produccién, de tal forma que se
mantiene el estado eutiroideo de la glandula mamaria en presencia de un estado

hipotiroideo sistémico, lo que demuestra la capacidad de la rbST para establecer
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una prioridad metabdlica para la glandula mamaria (Capuco, 1989; Kahl, 1995;

Capuco, 2001).

Las hormonas esteroideas sexuales actlan a través de sus receptores
intracelulares especificos, se unen a ellos e inician la respuesta bioldgica
permitiendo el desarrollo del tracto genital y determinando su estado
morfofuncional. Los receptores son regulados por las hormonas (Spencer y Bazer,

1995; Kimmins y Mac Laren, 2001 y Robinson et al., 2001)

4.9.1. Estrégeno

Induce en la glandula mamaria depoésitos de grasa, desarrollo de estroma y
crecimiento de un importante sistema de conductos. Los lobulillos y los alveolos de
la glandula mamaria se desarrollan en menor grado, pero son la progesterona y la
prolactina, las que estimulan el crecimiento y funcion de estas estructuras (Tucker,
2000). Estudios in vitro mostraron que la combinacion de estrogeno, prolactina y
hormona del crecimiento estimulan el crecimiento mamario (Rivera, 1964). Tucker
(2000) postulo que los factores de crecimiento secretados a partir de tejidos extra
mamarios en suero pueden actuar a través de un mecanismo endocrino para
regular los efectos mamogeénicos del estrogeno. Ademas, factores de crecimiento
secretados localmente a partir de tejido mamario pueden mediar, a través de un
mecanismo paracrino o autocrino, los efectos del estrogeno en la mamogénesis

(Dembinski, 1987).
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4.9.2. Progesterona

Estimula el desarrollo final de los lobulillos y alveolos de la glandula
mamaria, haciendo que las células alveolares proliferen, aumenten de volumen y
adopten caracter secretor, sin embargo, esta no provoca en realidad la secrecion
de la leche por los alveolos, pues esta soOlo ocurre después que la glandula
mamaria preparada es estimulada secundariamente por la prolactina (Narendran
et al., 1974; Tucker, 2000). Una disminucién en la secrecion de progesterona
antes del parto en el ganado, se presenta simultaneamente con el inicio de la
secrecion de grandes cantidades de leche, lo que sugiere una correlacion de la

progesterona en la supresion de la lactogénesis (Smith, 1973).

Se ha observado que la progesterona bloquea la lactogénesis de diferentes
maneras, una de ellas es suprimiendo la capacidad de la prolactina para aumentar
el numero de receptores de prolactina en la glandula mamaria (Djiane, 1977). Por
otro lado, la progesterona bloguea los receptores de glucocorticoides en el tejido
mamario, que a su vez suprimen la actividad lactogénica de los glucocorticoides
(Collier, 1978). La progesterona induce la sintesis de DNA en las terminaciones
finales a lo largo de las paredes del conducto mamario, donde los receptores de la

progesterona se localizan, aumentando el nimero de los mismos (Tucker, 2000).
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4.9.3. Prolactina

Como su nombre lo indica, la prolactina (PRL) es la hormona mas
importante para el control de la lactancia. Esta hormona se sabe que es
mamogénica y lactogénica en mamiferos, tanto no rumiantes como rumiantes
(Shams et al., 1984; Lacasse, 2011; Loor et al., 2013). La prolactina es esencial
para la mamogénesis y la diferenciacion de la glandula mamaria durante la
gestacion. Recientemente se descubrié que la prolactina indirectamente estimul6
la ramificacion lateral y terminal en ratones nuliparas mientras que indirectamente
aumenta el desarrollo del l6bulo alveolar en el epitelio mamario durante la
gestacion (Tucker, 2000). Recientemente se demostré que esta hormona controla
la liberacién de leptina, del tejido adiposo mamario, siendo esta quien regula la

distribucion de nutrientes en el tejido mamario (Feuermann et al., 2006).

Se ha observado un incremento en la secrecién de prolactina pocas horas
antes del parto en el ganado, disminuyendo notablemente la produccion de leche
si se bloquea este incremento de prolactina mediante la aplicacion de
bromocriptina e invirtiendose el efecto aplicando prolactina exégena (Tucker,

2000).
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4.9.4. Hormona del crecimiento

En los estudios iniciales sobre la aplicacion de la hormona de crecimiento,
se observo un incremento en el crecimiento del conducto mamario en ratas
hipofisectomizadas, adrenalectomizadas y ovarictomizadas, después, se
demostraria en vaquillas un aumento en la masa mamaria del parénquima y el
namero total de células mamarias mediante la utilizacion exdgena de la hormona
de crecimiento (Tucker, 2000). La accion principal de la hormona del crecimiento
es la homeorresis, esto es, la utilizacion de energia de reserva del cuerpo para ser
utilizada por la glandula mamaria (Bauman, 1992). La hormona del crecimiento es
la principal hormona galactopoiética en ganado productor de leche (Bauman y

Eppard, 1985; Forsyth, 1986).

No se sabe con certeza si la hormona del crecimiento tiene una accion
directa sobre el tejido mamario (Akers, 1985), aunque un estudio demostré la
presencia de receptores en las membranas de las células secretoras de la
glandula mamaria (Sinowatz et al., 2000). También se ha postulado que la accién
mamogeénica y galactopoiética de la hormona del crecimiento se produce a través
de acciones paracrinas y endocrinas del factor parecido a la insulina-1 (Flint y

Knight, 1997).
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4.95. Glucocorticoides

El cortisol es el glucocorticoide enddégeno predominante en el ganado cuya
principal funcién en la glandula mamaria es causar la diferenciacion del sistema
I6bulo-alveolar. El cortisol esta dirigido al reticulo endopldsmico y aparato de
Golgi, esta diferenciacion inducida por glucocorticoides fue esencial para permitir a
la prolactina inducir la sintesis posterior de proteinas de la leche (Mills, 1970). Los
glucocorticoides se unen a receptores especificos en el tejido mamario (Loor et al.,

2013).

4.9.6. Oxitocina

La eyeccion de la leche es un reflejo neuroendocrino, la oxitocina es
liberada de la hipdfisis en respuesta a la estimulacion tactil del pezén, esto
provoca que las células mioepiteliales que rodean los alvéolos se contraigan,
forzando la leche almacenada en los alvéolos hacia los conductos mamarios y
glandula (Lefcourt y Akers, 1983). La oxitocina provoca el efecto de “bajado” de la
leche y mantiene la secrecion lactea por el estimulo producido durante el ordefio
que libera prolactina, hormona adrenocorticotropica y oxitocina. La liberacion de la
oxitocina es mas abundante cuando la vaca es mamada por su becerro que
cuando es ordefiada por maquina de ordefa (Akers y Lefcourt, 1984; Lupoli et al.,

2001).
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4.9.7. Lactdégeno placentario

Ademas de producir estrogenos y progesterona, la placenta produce
lactogeno placentario, hormona homéloga, inmunolégica y estructuralmente a la
prolactina y a la hormona del crecimiento. Se ha encontrado evidencia de que el
lactégeno placentario es mamogénico (Schams et al., 1984; Byatt et al., 1992), y se
cree que esta hormona hace sinergia con las hormonas de la pituitaria anterior y el
ovario para el desarrollo de la glandula mamaria durante la prefiez. La placenta es
una fuente importante de hormonas mamogénicas. En cabras existe una correlacién
positiva entre el desarrollo de la glandula mamaria y el nUmero y peso de las

placentas (Hayden et al., 1979).

4.9.8. Factores de Crecimiento

Existen algunos factores de crecimiento relacionados con el desarrollo y
diferenciacion del tejido mamario. Dichos factores son: factor de crecimiento de la
epidermis, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento y
transformacion y factor de crecimiento semejante a la insulina. Estos factores de
crecimiento pueden ser producidos localmente en la glandula mamaria por lo que su
accion es autocrina o paracrina. Los factores de crecimiento pueden también
originarse en otros tejidos por lo que pueden actuar en forma endocrina (Oka et al.,

1991; Berry et al., 2003; Akers, 2006).
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SEGUNDO TEMA DE ESTUDIO

5. UTILIZACION DE SEMEN SEXADO EN INSEMINACION ARTIFICIAL

El sexado del semen es una técnica reproductiva que permite incrementar
la eficiencia de los programas reproductivos en las explotaciones lecheras
(Weigel, 2004). Se han considerado algunas ventajas practicas mediante la
utilizacion de semen sexado, como la reduccién en el niumero de vacas utilizadas
para los exdmenes de progenie, y la oportunidad de utilizar mas y genéticamente
mejores vacas para la produccion de remplazos (Hohenboken, 1999; Seidel,

2002).

Seidel, et al. (1999), Seidel y Schenk,(2002), Seidel, (2003) y Dejarnette et
al. (2009) informaron que se habia logrado obtener alrededor del 90% de crias
hembras mediante la separacién de de espermatozoides X de Y. En algunos
estudios realizados por Seidel y Schenk (2002) en vacas Holstein y Jersey, se
observdé una disminucién en las tasas de concepcion en vacas inseminadas
mediante la utilizacion de semen sexado, reportando tasas de prefiez de 31 a 42%
en comparacion con el semen convencional donde obtuvieron valores de 43 a
62% en las tasas de prefiez, en otro estudio observaron tasas de prefiez de 21 a
35% para el semen sexado mientras que el semen convencional arrojo valores de

un 58%.
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Seidel et al. (1999) reportaron una reduccion de alrededor de 10% en la
tasa de prefiez por inseminacion artificial en vaquillas inseminadas con semen
sexado en comparacién con aquellas inseminadas con semen convencional.
Estudios posteriores demostraron que la tasa de prefiez por inseminacion artificial
con semen sexado es de un 70 a 80%, comparado con el semen convencional
(Bodmer, et al., 2005; Borchersen y Peacock, 2009; DeJarnette, et al., 2009). Una
de las posibles razones de esta disminucion de la tasa de prefiez es la reduccion
del nimero de espermatozoides por dosis de semen, aunque también es probable
que se produzca un dafio durante el proceso de tincion de los espermatozoides, la

identificacion y separacion de éstos (Schenk y Seidel, 2007).

En un estudio de Norman et al. (2010) se monitore6 el desempefio de vacas
y vaquillas Holstein inseminadas con semen sexado en los Estados Unidos (1.3
millones de inseminaciones) y en vacas (10.8 millones de inseminaciones). Se
monitoreé de acuerdo al afio de las inseminaciones, el nimero de partos, el
namero de servicios, la region, el tamafo de hato y la produccion lechera por hato.
En el 2008, las inseminaciones con semen sexado, fueron del 80.5% y del 68.6%
para primeros servicios en vaquillas y vacas, respectivamente. En vacas, el 63.1%
del semen sexado durante el 2008 se utilizd en vacas de primer parto. El efecto
del empleo del semen sexado en la tasa de concepcion, el sexo de la cria, las
distocias y los natimortos también fueron evaluadas tanto en vaquillas como en

vacas. La tasa de concepcion promedio para vaquillas fue del 56% con semen
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convencional y del 39% con semen sexado, correspondiendo las tasas de

concepcion para vacas del 30 y del 25%, respectivamente.

Para los nacimientos de inseminaciones con semen sexado, el 90% fueron
hembras. Las distocias y los natimortos fueron més frecuentes en vaquillas (6 y
10.4%, respectivamente, con semen convencional; y el 4.3 y 11.3%,
respectivamente con el semen sexado). Los partos distdcicos disminuyeron en un
28% en vaquillas y en un 64% en vacas con el uso de semen sexado. Los
natimortos fueron mas prevalentes en nacimientos gemelares, excepto para
vaquillas inseminadas con semen sexado. Los natimortos de crias machos de
vaquillas fueron mas frecuentes de inseminaciones con semen sexado (15.6%)
comparado con los convencionales (10.8%). Esta diferencia no fue observada en
vacas, ya que la frecuencia de natimortos de crias machos en partos simples
disminuy6 (2.6 contra un 3.6%). Estos datos indican que la frecuencia en general
de natimortos se ve reducida con el empleo del semen sexado en vacas, pero no

en vaquillas.

El objetivo de un estudio de Marini y Galassi (2011) fue estudiar la relacion
entre la duracion del periodo transcurrido entre la deteccion del celo y la
inseminacion con semen sexado y el porcentaje de prefiez en vaquillas Holstein vy,
en caso de existir, si dicha relacion es afectada por el toro. Se evalué informacion

recolectada durante el afio 2009 sobre 607 periodos celos—servicios
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correspondientes a 607 vaquillas Holstein. Para los servicios efectuados durante el
periodo analizado se utiliz6 semen de cinco toros. Se registraron observaciones
de celos e inseminaciones durante cuatro veces por dia. Las vaquillas se
categorizaron de acuerdo al lapso transcurrido (horas) entre la deteccion del celo y
su inseminacion, en cuatro grupos: 9:00 a 10:59, 11:00 a 12:59, 13:00 a 14:59 y
15:00 a 17:00 horas. No hubo diferencias entre los distintos grupos y el porcentaje
de prefiez. Por otro lado, el efecto toro provoco diferencias significativas en el
porcentaje de prefiez. Estos autores concluyeron que en las inseminaciones
efectuadas entre los lapsos estudiados después de la iniciacién del celo no se
producen repercusiones negativas sobre el porcentaje de prefiez, pero si con el

tipo de toro utilizado.

En un estudio en Argentina se utilizaron ovocitos obtenidos a partir de
ovarios de vacas sacrificadas en el rastro y diferentes dosis de semen sexado y
convencional proveniente de dos toros Holstein (Medina et al., 2002). La
concentracion de semen utilizada fue de 1 o 2 x 10° espermatozoides para semen
sexado y 1 x 10° espermatozoides para semen convencional. La tasa de
fertilizacion obtenida con semen sexado, aun con la mayor dosis utilizada, fue
menor que con el semen convencional: toro A, 31% versus 77,3% Yy toro B, 52%
versus 78,5%, respectivamente. El desarrollo embrionario con semen sexado fue
mas bajo que con semen convencional, independientemente del toro y de la

concentracion espermatica utilizada.
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En otro trabajo, Palma et al. (2007) usaron semen sexado de 6 toros
Holstein para estudiar su eficiencia en un programa de produccion in vitro de
embriones y comparar la ultraestructura de estos embriones con la de aquéllos
producidos con semen convencional. Los ovocitos (n: 1852) provenientes de
animales de rastro fueron divididos en 6 grupos y fecundados con semen sexado
de 6 toros Holstein o con semen convencional (n: 330 ovocitos) de un toro control.
Las tasas de division y desarrollo a blastocistos fueron determinadas a los 2y 7
dias post—inseminacion, respectivamente. Cuando se utiliz6 semen sexado, se
observé una frecuencia significativamente alta de sesiones contaminadas. La
cantidad de ovocitos fecundados en cada gota fue significativamente mas baja con
semen sexado. La tasa de division celular con el semen sexado fue muy variable;
con algunos toros se obtuvieron tasas que no difirieron del grupo control, mientras

que con otros las diferencias fueron significativas.

En un trabajo realizado por Hayakawa et al. (2009) con vacas incluidas en
programas comerciales de transferencia embrionaria, se efectuaron tres ensayos
utilizando diferentes esquemas de inseminacion y dosis de semen sexado. En el
primer ensayo utilizaron vaquillas que fueron inseminadas con semen sexado y
convencional 12 y 24 horas luego de haber sido detectadas en celo, utilizando 5 x
10° espermatozoides en cada inseminacién. Los porcentajes de ovocitos

fecundados y de embriones transferibles fueron similares para semen sexado y
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convencional, no obstante, el nimero de embriones transferibles fue menor para

semen sexado.

En un experimento de Kurykin et al. (2007) se evalud la utilizacion del
semen sexado en un programa de IATF que incluyé 209 vaquillas Holstein, la
sincronizacion de la ovulacion se efectu6 mediante dos dosis de PGF2a
separadas por 14 dias. La inseminacion se realizd a las 80-82 h post—2da dosis
de PGF2a utilizdndose una dosis de 2 x 10° espermatozoides, proveniente de
toros Holstein. El semen fue depositado en diferentes sitios: el cuerpo del Utero, la
mitad de uno de los cuernos uterinos, o cerca de la union Utero—tubéarica. Para
determinar el cuerno donde depositarr el semen se utilizé la ultrasonografia, con el
objetivo de detectar la presencia de un foliculo preovulatorio. En el momento de la
inseminacion, las vaquillas fueron clasificadas segun la intensidad del celo, el cual

podia ser fuerte o débil.

Los porcentajes de prefiez en inseminaciones efectuadas en el tercio
anterior del cuerno uterino: 39% y en el tercio medio: 49% resultaron similares
entre si y no difirieron de las realizadas en el cuerpo del Gtero: 42%. En cambio, el
porcentaje de prefiez de vaquillas con signos intensos de celo (46%) fue superior
al de aquellas con signos débiles (21%). Seidel y Schenk (2008) llevaron a cabo
una serie de experimentos en los que se inseminaron vaquillas y vacas, utilizando

semen congelado en dosis que oscilaron entre 1 y 6 millones de espermatozoides
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sexados, los cuales fueron depositados en el cuerpo del Utero o en el tercio medio
de ambos cuernos uterinos. Como testigo, se usé semen convencional a una dosis
de 20 x 10° espermatozoides. Cuando se utilizaron dosis que variaron entre 1.5y
6 x 10° espermatozoides sexados, el porcentaje de prefiez resulté similar. Del
mismo modo, el lugar donde se efectud la descarga del semen no modificd los

resultados.

En cambio, cuando se utilizé la dosis 1 x 10° espermatozoides, el
porcentaje de prefiez resultd inferior y la deposicion del semen en los cuernos
uterinos afectdé negativamente la tasa de prefiez. En la mayoria de estos
experimentos, el porcentaje de prefiez obtenido con el semen sexado fue menor
que el logrado con el semen convencional. Factores como condicidon corporal,
edad, manejo reproductivo y sanitario, y eficiencia en la deteccién de celo, fueron
importantes para obtener una adecuada fertilidad. En un trabajo muy similar al
anterior, se comparoé el porcentaje de prefiez en vaquillas inseminadas con semen
sexado con una dosis de 2 x 10° espermatozoides y convencional cuya dosis fue
15 x 10° espermatozoides. El experimento incluyé 9 toros Holstein, Jersey y Rojo
Danesa. Las diferencias en los porcentajes de prefiez, siempre a favor del semen
convencional, fueron 12%, 7% y 5%, respectivamente (Borchersen y Peacock,

2009).

31



6. MANUSCRITOS

6.1. Estudio |

Milk yield of Holstein cows induced into lactation twice consecutively and

lactation curve models fitted to artificial lactations

Abstract

Nineteen pluriparous barren Holstein cows were subjected to an induction of
lactation protocol for 21 days administering estradiol cypionate (2 mg/kg of BW per
day, days 1 to 14), progesterone (0.10 mg/kg of BW, days 1 to 7), flumethasone
(0.03 mg/kg of BW on days 18 to 20) and recombinant bovine somatotropin (rbST,;
500 mg per cow, days 1, 6 and 16). At the end of lactation and with a minimum of a
two-month dry period, the same cows were again hormonally induced into
lactation. Cows in both lactations were not artificially inseminated, were milked 3
times daily and received rbST throughout lactation. Mean accumulated milk yield at
305 days in milk (DIM) did not differ between first and second induced lactations
(9710 £ 1728 and 9309 + 2150 kg; mean + SD). Total milk yield (12707 + 3406 vs.
12306 + 4218 kg; mean + SD) and lactation length (405 + 100 vs. 410 + 91days;
mean £ SD) were not different between first and second induced lactations. In a
second study 15 empirical models including exponential, power law, yield-density,
sigmoidal and miscellaneous models were compared for their suitability for
modeling 12 (n=334), 18 (n= 164) and 29-month lactation cycles (h= 22) of
Holsteins cows induced into lactation and treated with rbST throughout lactation.

Hoerl (y=ab* x°), Wood (Y=ax® exp(cx)) and Dhanoa (y=ax®® exp(cx)) models
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were equally suitable to describe 12-month lactations. An exponential model with
five parameters (y=exp(a+bx+cd?+e/x)) showed the best fit for milk yield for 18-
month lactations. The Rational model (y=a+bx/1+cx+dx?) was found to produce the
closest fit for 29-month lactations. It was concluded that, with the protocol used in
the present study, pluriparous cows respond favorably to a second cycle of
induced lactation, with milk yield similar to that experienced during the first cycle.
Thus, dairy producers might be able to lengthen the productive life of infertile high
producing cows with a renewal of artificial lactation, which would imply an overall
reduction in voluntary culling of cows. Also, various equations used to describe the
lactation curves demonstrated the potential for fitting monthly milk records of

Holstein cows with prolonged lactations and induced hormonally into lactation.

Keywords: Lactation curve, modeling, extended lactations, peak milk yield,

somatotropin.
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1. Introduction

With the refinement of protocols for the induction of lactation in nonlactating and
nonpregnant dairy cows, producers have been able to substantially reduce herd
culling losses and replacement costs by retaining young infertile cows that would
otherwise be culled from the herd. This is particularly important in areas of intense

warm weather, where reproduction efficiency is seriously compromised.

Rescuing infertile cows by inducing them to lactate with the use of hormones
offers the producer the opportunity to continuing exploiting outstanding high milk-
producing cows. Additionally, these apparently barren cows have additional
breeding opportunities during the induced lactation, and some of them become
pregnant (Mellado et al., 2006), which prolong the lifespan of genetically superior

cows for milk yield.

In countries where the use of hormones to induce lactation in legally permitted,
those cows unable to become pregnant during the induced lactation typically are
culled at the end of the induced lactation. The average milk yield per lactation in
hormonally-induced cows is about 90% of cows whose lactation derives from
calving (Mellado et al., 2011), and this level of milk yield is high enough for keeping
overall herd efficiency. Thus, if milk yield during a second consecutive induced
lactation is similar to the first induced lactation, a second consecutive induced

lactation is still likely to be profitable for dairy producers.

On the other hand, a great deal of cows induced into lactation and milked three

times per day extended their lactations far beyond 305 days. Most equations used
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to describe the lactation curves reported in the literature have been for 305-d
lactations, with few exceptions with extend lactations (Grossman and Koops, 2003;
Dematawewa et al., 2007). Moreover, no attempts have been done to model
lactation curves of cows whose lactation derives from a hormonal treatment.
Therefore, the objectives of this study were (1) to assess the milk yield of cows
induced to lactation twice consecutively, and (2) to describe with mathematical

functions the lactation curves of cows hormonally treated to induce lactation.

2. Material and methods

2.1 Study 1

All experimental procedures complied with The Guide for Care and Use of
Agricultural Animals of the Agrarian Autonomous University Antonio Narro.
Nineteen healthy infertile multiparous Holstein cows from a large dairy herd in
northern Mexico (26°23’N, 104°47°W, elevation 1,140 m, mean annual temperature
27°C, mean annual rainfall 230 mm) were used in this study. Cows were housed
in open dirt pens and managed in groups according to lactation, production, and
reproductive status. Pens were equipped with evaporative coolers, which injected a
fine mist of water into turbulent air from fans installed on shade roofs. Shades were
equipped with curtains that descended automatically when ambient temperatures

reached 28°C.

Diets were formulated to meet requirements for NE,, crude protein, minerals,

and vitamins of dairy cows weighing 670 kg, producing 40 kg of milk with 3.5% fat
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(NRC, 2001). Diets contained 45% forage (50% alfalfa hay and 50% corn silage;
DM basis) and 55% concentrate (DM basis), based on ground shelled corn and
soybean meal. Cows were fed ad libitum (5 to 10% refusal) 4 times daily at 0600,
1000, 1200, and 1600 h. Cows were induced into lactation by administering daily
s.c. injections of estradiol cypionate (2 mg/kg of BW per day; Pfizer, Mexico DF,
Mexico) and 0.10 mg/kg of BW per day progesterone (Pfizer, Mexico DF, Mexico)
from d 1 to 7. Estradiol cypionate (2 mg/kg BW) was applied from d 8 to 14.
Somatotropin (Lactotropin, 500 mg of zinc rbST, Elanco Animal Health,
Guadalajara, Mexico) was applied ond 1, 6, 16, and 21. Lactation was triggered by
administration of 0.03 mg/kg of BW per day of flumethasone (Fluvet, Fort Dodge,
Mexico DF, Mexico) injected s.c. daily for 3 d (d 18 to 20). Milking was initiated on

d 21.

Cows were milked 3 times per day (0600, 1400, and 2100 h) throughout the
study in a milking parlor. Cows received 500 mg rbST (Lactotropin®, Elanco
Animal Health, Guadalajara, Mexico) subcutaneously at 60 DIM, and these cows
remained on rbST throughout lactation with injections every 14 days in order to
maximize milk yield in response to induction of lactation. Cows were not bred
throughout lactation and they were dried off when daily milk yield was <15 kg.
Upon completion of lactation cows had a two-month dry period, after which they
were reinduced to lactation with a hormonal treatment. Milk yield was recorded

daily using electronic milk meters.
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2.2 Study 2

A data set with milk yield records from pluriparous Holstein cows induced into
lactation was obtained from the dairy operation described in the first study (same
nutritional and management conditions and same protocol for induction of
lactation). Edits removed records with lactations <12 months of and lactations from
primiparous cows. Three lactation length groups were formed, with a final data set
consisting of 334 records for 12-month lactations, 164 records for 18-month
lactations and 22 records for 29-month lactations. No attempts were made to
establish pregnancy in cows that successfully initiate the induced lactation. Milk
yield was electronically recorded daily for all cows and the daily records used to
estimate the average daily milk yield in months 1 up to 29 of lactation. A variety of
previously published and evaluated models were used to find the appropriate

function describing the patterns of milk yield.

2.3 Statistical analyses

Milk production variables were first checked for normality (UNIVARIATE
procedure; SAS Inst., Inc., Cary, NC). Given that observations were not
independent of one another for cows induced twice consecutively to lactation, a
dependent group t-test (within-subjects t-test) was used to compare the first and

second lactation (TTEST procedure of SAS).

In the case of the three groups of cows with different lactation length, a wide
range of empirical models previously used to model conventional or extended
lactations which account for a rise to peak yield after calving [e.g. Wood (y=ax®
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exp(cx)), Hoerl (y=ab* x°), Dhanoa (y=ax®® exp(cx)), rational (y=a+bx/1+cx+dx?),
Steinhart-Hart (y=1/a+bIn(x)+cIn(x)3), Morant and Gnanasakthy
(y=exp(a+bx+cx?+d/x)), reciprocal quadratic (y=1/(atbx+cx®), heat capacity
(y=a+bx+c/x?), vapor pressure (y=e*"?**n®)y ‘modified Hoerl (y=ab'* x°), sinusoidal
(y=a+bcos(cx+d)), Gaussian (y=ae *P?2°%) Cobby and Le Du (y=a—bx—a exp(-
cx)), Gompertz (y=aexp(b)exp(cx-1)/b), exponential with five parameters (y=
exp(a+bx+cd?+e/x)), among others were used to fit the lactation curves of the three
groups of cows. For all models “y” was mean milk yield (kg/d) of each 30-d interval
of the lactation, at time x (months), and a, b....n, were parameters that defined the
scale and shape of the curve. Each model was fitted using the CurveExpert
Professional program (version 1.6.5; Levenberg-Marquardt method). Model
selection criteria included SSE, root MSE, adjusted multiple coefficient of
determination (R?adj), unlikeness of patterns of residuals, the correlation between

the observed and predicted values and Akaike information criterion (AICC, a

measure of the relative goodness of fit of a statistical model; Akaike, 1973).
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3. Results and discussion

3.1 successive induced lactation

All cows induced into lactation for the second time consecutively appeared
normal in terms of health, body energy reserves, and occurrence of estrous cycles,
milk yield and feeding behavior. It seems that these cows made the transition from
the dry to lactating state effortlessly, with good adaptation to higher feed intake to
keep pace with increasing milk yield. Milk production performance data are
presented in Table 1. 305-d milk yield did not differ between first and second
hormonally induced lactations. The lack of differences observed between the two
lactations is related in part to similar feeding, management and hormone protocol
used in these cows and probably to a similar secretory tissue induced by the

hormonal treatment.

The reinduction of lactation did not alter the consistency of the daily milk yield
during the second lactation, with both lactations reaching over 12,300 kg of milk in
over 400 days in milk. This suggests that reinduction of lactation induced a
population of mammary epithelial cells to serve as alveolar stem cell/ progenitor
cells during successive lactation cycles (Wagner and Smith, 2005). It seems that
reinduced cows had similar amounts of mammary secretory tissue as that present
during the first induced lactation and that this mammary development driven by
exogenous hormones was accompanied by an extensive cytological and
biochemical differentiation necessary for producing copious quantities of milk
during lactation. Total milk yield production achieved by cows in the present study
is far above the values reported by Magliaro et al. (2004) for cows induced into
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lactation, but are similar to that observed by Mellado et al. (2006, 2011) under the
same management conditions. Thus, these results reaffirm that the lactation
induction methodology used in the present study is a practical, repeatable and

effective tool that allows high and persistent milk yields in cows.

As in previous lactation-induction studies (Mellado et al., 2006, 2011; Corradi-
Freitas et al., 2010), peak milk yields were reached a little over four months into
lactation. The delayed peak milk production in induced cows has not been
elucidated. This could be due to the fact that the udder of the induced cows does
not undergo the renovation and cellular proliferation process during the dry period,
due to the absence of hormones involved in gestation (Ngrgaard et al., 2008).
Thus, hormones used to induce lactation may be insufficient to trigger, at the same
intensity as pregnant cows, the renovation of the secretory tissue, which may result
in less secretory tissue at the beginning of lactation in the induced cows, compared
with non-induced cows, as mammary development occurs over a 20-d period in the
former and during the last months of gestation in the latter (Knight and Wilde,
1993). This seems to explain the slow daily increase in milk yield during the first

weeks following induction of lactation Corradi-Freitas (2010).

Additional possibilities for the delayed peak milk production in the induced cows
could be a greater degree of uncoupling and a delayed recoupling of the
somatotropic axis in the hormonally-treated cows (Lucy et al., 2009), which could
delay mammary gland development, which in turn would extend maximum
parenchyma volume, required for peak milk yield. Also, cows induced into lactation

may be less sensitive to the signaling pathways involved in downregulation of cell
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proliferation (Finucane et al., 2008) and present a longer period of secretory tissue

proliferation, which would be reflected in a longer time to reach peak milk yield.

3.2 lactation curves models

The average curve of lactation for cows with 12-month lactations is reported
in Figure 1. As expected for high-producing Holstein dairy cows induced into
lactation, the peak of lactation was reached at around fourth months in milk with
36.2 kg of milk per day. After fitting a series of equations to raw milk yield data the
calculated statistics to discriminate between the goodness of fit of different
equations, showed that the Hoerl, Wood, Dhanoa models offered the best fit, with
no difference in rank or quality in fitting the lactation data. In fact, predicted time to

peak yield was similar among models, ranging from 129 to131 days in milk.

The average curve of lactation for cows with 18-month lactations is shown
in Figure 2. Initial yield was about the same compared to cows with 12-month
lactation. Peak of lactation was reached at around fourth months in milk with a
slightly higher peak yield (37.4 kg per day) than for cows with 12-month lactations.
An exponential model with five parameters showed the best fit to the milk yield
data, with little difference compared to Hoerl, Dhanoa and Wood models. Predicted
time to peak yield was 130 days (Very close to real data) for the exponential model
whereas predicted time to peak yield for Hoerl, Dhanoa and Wood models was 160

days.

Lactation curve for induced cows with extended lactations is presented in Fig. 3.

Cows reaching 29 months in milk were more persistent, and their lactation curves
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were flatter than those of 18-month lactation length cows, although a clear
discernible rise to a peak was evident. Interval from initiation of lactation and peak
milk yield was far longer than values found in cows with 12 or 18-month lactations.
As it was observed previously in cows with extended lactations (Dematawewa et
al., 2007), the prediction errors of models for these cows were larger than those
found in shorter lactations. Much lower number of observations in the extended
lactation group compared with cows with shorter lactations is partially responsible
for this difference. An exponential model with 5 parameters was able to predict
daily yield within a + 2.8 kg range for the entire 29-month period. This exponential
model having 5 parameters showed the best adjustment, although the differences
from the rational model were marginal. Considering the computational problems of
the large exponential model and the fact that the rational model gave the closest
prediction of peak day, the Rational model was considered to have a robust
predictive ability for modeling extended lactations in induced Holstein cows treated

with rbST throughout lactation.
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4. Conclusions

This study showed that milk yield and lactation length are not altered when cows
are induced into lactation for a second consecutive time, which indicate that dairy
producers could induce a renewed lactation in barren high-yielding dairy cows in
order to reduce herd culling losses and replacement costs. This would results in
greater percentages of lactating cows throughout the year and consequently an
extended herd life. Also, based on criteria to measure goodness of fit, the results of
this study showed that either Hoerl, Dhanoa or Wood were equally efficient in
describing the lactation curve of 12-month lactations, whereas an exponential
model with five parameters gave an acceptable fit to milk yield data of cows with
18-month lactations. The rational model was able to fit monthly lactation records

satisfactorily for induced cows lactating during 29 months.

Table 1. Milk traits of pluriparous Holstein cows hormonally induced into lactation

during two consecutive lactation periods (n= 19).

Item First lactation ~ Second lactation SEM
305-d milk yield, kg 9710 9309 1951
Total milk yield, kg 12707 12306 3833
Lactation length (d) 405 410 96
Daily milk yield, kg 31 29 5
Peak milk yield (kg/d) 43 40 7
Day of peak milk yield 127 120 24

SEM= Standard error of the mean. For all traits no differences (P>0.05) between

groups were detected.
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Fig. 1. Lactation curve for pluriparous Holstein cows hormonally induced into
lactation and treated with recombinant bovine somatotropin throughout a 12-month
lactation. Dots are monthly average milk yield of 334 cows. Among a variety of
models tested, the Hoerl, Wood (shown) and Dhanoa models showed the better
adjustment. R%adj=adjusted R? by the number of parameters in each model. AICC=

Akaike information criterion.
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Fig. 2. Lactation curve for pluriparous Holstein cows hormonally induced into
lactation and treated with recombinant bovine somatotropin throughout al8-month
lactation. Dots are monthly average milk yield of 164 cows. Among a variety of
models tested, an exponential model with five parameters showed the better
adjustment. R%adj=adjusted R? by the number of parameters in each model. AICC=

Akaike information criterion.
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Fig. 3. Lactation curve for pluriparous Holstein cows hormonally induced into
lactation and treated with recombinant bovine somatotropin throughout a 29-month
lactation. Dots are monthly average milk yield of 22 cows. Among a variety of
models tested, the rational model showed the better adjustment. R?adj=adjusted
R? by the number of parameters in each model. AICC= Akaike information

criterion.
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6.2. Estudio ll

Effects of month of breeding on reproductive efficiency of Holstein cows and
heifers inseminated with sex-sorted or conventional semen in a hot

environment

Abstract

The main objective of this study was to assess the effect of month of
breeding on reproduction performance of Holstein heifers and cows inseminated
with sex-sorted or conventional semen in a hot environment. Preghancy per
artificial insemination (P/Al; 62,666 services over an eight-year period) both in
heifers (n=20,313) and cows (42,353) from a large dairy herd in northern Mexico
(26° N) were evaluated with the GENMOD procedure of SAS, with respect to
month of Al. Overall, P/Al with sex-sorted semen was greater (P<0.01) in heifers
(41.6%) than cows (17.3%). P/Al for cows serviced with conventional semen was
ten percent points higher (P<0.01) in January and December (31 vs., 21%) than
cows serviced with sex-sorted semen. While there was no difference in P/AI
between the sex-sorted sperm and conventional semen in cows inseminated in
July (16 and 18%, respectively), P/Al plummeted for both groups of cows during
the summer and fall heat stress. P/Al was not different between heifers serviced
with sex-sorted or conventional semen during the hottest months of the year (July
to October). However, during the coldest month of the year (January and

February), P/Al was 10 percentage points greater (P<0.01) in heifers serviced with
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conventional than sex-sorted semen. It was concluded that in this hot climate cow
and heifer fertility declined in the summer and fall when inseminated with
conventional semen. However, the use of sex-sorted semen during summer and
fall did not compromise the breeding success in heifers. Thus, this data suggests
that sex-sorted semen promotes some embryonic thermoprotective mechanism,
which leads to a marginal summer and fall fertility depression in this particular hot

environment.

Keywords: Pregnancy, Heat stress, Artificial insemination, Fertility,

Introduction

The use of female-sorted sexed semen in dairy operations around the world
has increased significantly during recent years (Seidel Jr, 2009; Norman et al.,
2010). This reproductive technology can achieve 90% accuracy of a desired sex
either with semen of dairy (DeJarnette et al., 2009; Norman et al., 2010) or Bos
indicus bulls (Mellado et al., 2011), which has marked implications for the dairy
industry in terms of economic returns. The most important advantages for using
sexed semen are the fact that heifer calves are born on the dairy in a fast way to
grow a herd internally, bio-security (Seidel, 2003; Weigel, 2004), and opportunities
to create a more valuable calf crop (Seidel, 2003). The use of sexed semen is very
useful for the dairy herds, since there is always a market for heifer calves but not
for the bull calves. Additionally, the option of sex determination reduces calving

difficulty in first calvers (Norman et al., 2010; heifer calves are typically smaller at
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birth than bull calves). The sex-sorted semen gives producers a faster genetic
progress, enabling them to keep more good cows and implement a more drastic
culling (De Vries et al., 2008).

This reproductive technology is especially significant for dairy operations in hot
environments where the adverse effect of high ambient temperatures hampers the
reproductive processes in dairy cattle (De Rensis F, Scaramuzzi et al., 2003;
Garcia-Ispierto et al., 2007; Mellado et al. 2013), which force producers to rely on
the buying of replacement dairy heifers or cows. Because of the additional expense
and lower conception rates achieved with sex-sorted semen, it is not clear if this
technology can thrive in environments where high pregnancy rates are not
possible. Most studies reporting the negative effect of high ambient temperatures
on fertility of dairy cows were published with conventional semen and with cows
not treated with rbST. Genetic selection for high milk yield coupled with the use of
rbST throughout lactation increases metabolic heat output per cow (Wheelock et
al., 2010); this in turn increases the lactating dairy cows’ susceptibility to heat
stress due to high metabolic heat production. Thus, it is pertinent to reevaluate the
impact of month of breeding in a hot environment in high milk-yielding cows where
sex-sorted semen in used.

The main goal of this research was to investigate the relationship between month
of breeding using either sex-sorted semen or conventional semen on pregnancy
per artificial insemination (P/Al) in a herd of high milk-yielding Holstein cows. The
hypothesis tested was that breeding during the summer and fall months are

associated with reduced likelihood of pregnancy, regardless of semen category.
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Material and methods

Animals and management

This was a retrospective study on one high producing large commercial dairy farm
in northern Mexico (26° 23’ N, 104° 47 W, elevation 1140 m, mean annual
temperature 27°C, mean annual rainfall 230 mm), beginning in June 2004 and
ending in July 2012. The study utilized breeding records for 62,666 inseminations
of Holstein cows: 20,313 for nulliparous (14497 for sex-sorted and 5,816 for
conventional semen) and 42,353 (13574 for sex-sorted and 28779 for conventional
semen) for multiparous cows. The average number of lactating cows during the
study was 2,525 cows, and the 3.5% fat-corrected milk yields per cow (rolling herd
average) exceeded 11,500 kg of milk production per lactation throughout the
duration of the study. All cows received recombinant bovine somatotropin (rbST;
lactotropin, 500 mg of zinc bovine somatotropin, Elanco Animal Health, Mexico)
administered subcutaneously every 14 days beginning at 60 DIM and continuing
until 2 weeks before drying off.

Cows were housed in in open, dirt pens barns. Diets were formulated to meet, or
exceed, National Research Council (NRC, 2001) nutrient requirements for net
energy for lactation, crude protein, fibre, mineral and vitamins for Holstein cows
weighing 670 kg and producing 40 kg per day of milk with 3.5% fat and 3.2% true
protein, and consuming 23 kg/d of DM. Cows were fed twice daily and milked three

times per day. In the case of heifers these were fed a TMR twice daily that met or

52



exceeded the nutritional requirements of Holstein heifers weighing 360 kg and

gaining 0.8 kg/d (NRC, 2001).

Reproductive management

After calving, all cows were observed daily for signs of uterine diseases. All cows
were palpated per rectum in the first 2 weeks postpartum for diagnosis of
puerpereal metritis. The voluntary waiting period for cows was 50 d. Cows received
typical reproductive management: detection of estrus at 08:00 and 17:00 h with the
a.m. — p.m. breeding rule. The Al was performed by well-trained herd personnel in
charge of Al, and service sires were selected by the herd manager as part of their
normal program of genetics and reproduction. The technology used for the sex-
sorted semen was the same for all semen used in the present study. Pregnancy
diagnoses were performed at 40 + 3 days after Al and reconfirmed by palpation per
rectum 15 days later by the herd veterinarian. Cows that were observed in estrus
>15 d after Al were assumed nonpregnant and were reinseminated. Pregnancy per
Al was defined as the number of cows pregnant at 45 to 50 d post-Al divided by
the total number of cows that received that Al. Records for each cow were for one
lactation.

The data were screened to include only those cows that had at least one service,
were lactating (cows), were not hormonally induced into lactation and had an
interval to first service greater than 35 d and less than 150 d. Only Al inseminations

from the first 8 services with known outcomes (success or failure) were included in
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the analysis. Also, cows bred by natural service were not included in the study.

Heifers bred <12 and >16 mo of age were not included in the study.

Statistical analysis

Within month and animal category, The GENMOD procedure of SAS (SAS Inst.,
Inc., Cary, NC) was implemented to assess the effect of semen category (sexed-
sorted vs. conventional), animal category (heifers vs. cows), month of breeding,
year of breeding, sire (n=89) and semen category x animal category and semen
category x animal category (independent variables) on P/Al (dependent variable).
Within animal category the GENMOD procedure of SAS was also used to assess
the statistical significance of the effect of month of breeding and semen category
on P/Al. Treatment means were separated using the probability of a statistical
difference (PDIFF option of SAS). Polinomial regression and Pearson correlation
analyses were used to determine the relationship between month of breeding and
P/Al for heifers and cows. Treatment differences with P < 0.05 were considered

significant.

Results and discussion

The main effects of year of breeding, animal category, sire, month of breeding, and
semen category significantly (P<0.05) influenced P/Al. There was a month x type
of semen (conventional or sexed) interaction (P < 0.50). Likewise, the interaction

animal category x type of semen was an important source of variation (P < 0.05).
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Although the technology for sexing sperm has not changed greatly in the past
decade, refinements of this technology in recent years and more advanced semen
preservation protocols (Rath et al., 2009) have speeded up the process and
reduced damage to sperm (Seidel Jr, 2007), increasing motility and improve
acrosome integrity and extended the lifespan of sorted bull sperm. This seems to
explained the differences in P/Al due to year of breeding P/Al using sex-sorted
semen was extremely different between sires (range 16 to 63%; P<0.01). Other
studies have reported a difference in fertility rates among bulls when using sexed
semen (Doyle et al., Proceedings, Western Section American Society of Animal
Science, 1999, 50:203-205). This wide variation in fertility when using sex-sorted
semen might be due to factors related to the laboratories where freezing is done. It
could be that sperm from some bulls are less susceptible to alterations in
membrane functionality, motility characteristics and sperm morphology derived
from the process of sexing semen. Some sires produce better cleavage rates
(Zang et al, 2003), and semen from some sires is more susceptible to
morphological damage than others by the cytometry process (Blondin et al., 2009;
Gosalvez et al., 2011). Thus, identifying resistant bulls suitable for to the rough
process of sex-sorting would allow the increase use of this reproductive
technology.

Cows inseminated with sex-sorted semen had 25 percentage points lower P/Al
(42.1 vs. 17.1%; P<0.01) than heifers. Mean P/Al for cows was 23.9% for
conventional and 17.1% for sexed semen. This 7 percentage units difference

between type of semen in cows is much lower than that observed by other authors,
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where sexed semen reduces pregnancy rates by >12 percentage units in Holsteins
cows (Andersson et al., 2006; Schenk et al., 2009).

Influences of month of breeding on fertility of heifers inseminated either with sexed-
sorted or conventional semen are presented in Figure 1. P/Al of heifers
inseminated with conventional semen markedly decreased from April to October;
thus, the highest P/Al was observed in the winter months (over 48%). On the other
hand, P/AI of heifers bred with sex-sorted semen showed little change throughout
the year. In fact, no differences (P>0.05) in P/Al were detected in the warmest
month of the year (July to October) for heifers inseminated with sex-sorted or
conventional semen. Previous field trials indicates that pregnancy rates using
sexed semen are generally 70-90% of conventional semen (Bodmer et al., 2005;
Seidel and Schenk, 2002; DeJarnette et al., 2009), which did not happen during
the months with the greatest heat load in the present study.

These results are intriguing because heat stress during the hottest months affected
P/Al differently, with a marginal impact on heifers inseminated with sex-sorted
semen and a marked impact in heifers bred with conventional semen.

The mechanisms by which sex-sorted semen ameliorate the magnitude of summer
and fall infertility in heifers is puzzling, therefore, there is no choice but to
speculate on these issue. Summer depression in fertility of dairy cattle is a
multifactorial problem and heat stress may act at several physiological time points
to disrupt establishment of pregnancy, including before ovulation, on the day of
breeding, and during early embryonic development. The main causes for reduced
fertility under extreme heat load lies in effects on oocyte (Gendelman et al., 2010;

Payton et al., 2011) and embryonic development Garcia-Ispierto et al., 2006;
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Sakatani et al., 2012). Sexed spermatozoa do not hampers fertilization and
cleavage rates (Carvalho et al., 2010; Underwood et al., 2010). Thus, sex-sorted
sperm cells retain their capacity to produce viable embryos in vitro. Bovine
embryos derived from sex-sorted sperm display a differential expression of
developmentally important genes compared with their counterparts derived from
conventional sperm cells (Morton et al., 2007). It could be that sex-sorted semen
promotes some embryonic thermoprotective molecules or apoptosis inhibitor
molecules, which block the effects of elevated temperature on early embryonic
development. Data of Stewart et al (2011) support this view because the transfer of
fresh embryos produced in vitro using sex-sorted semen to lactating heat-stressed
dairy cows, increased the percentage of cows that got pregnant and carried their
fetuses to term, compared with percentages of cows artificially inseminated with
conventional semen. Another possibility is the fact that during the sexing process
dead or damaged sperm are identified, gated out and disposed off as waste along
with those sperm not measured properly, so that only living intact sperm are
actually sorted (Sharpe and Evans, 2009). This possibly results in embryos of
higher quality.

Regression coefficients for the relationship between month of breeding and P/Al for
cows inseminated with sex-sorted or conventional semen are shown in Figure 2.
Summer and fall months were associated with a depression in P/Al both in cows
bred with sex-sorted or conventional semen. However, P/Al during July did not
differ between cows bred with two types of semen. Again, results indicate that
during one of the hottest month of the year marginal differences in P/Al existed

between cows inseminated with sex-sorted or conventional semen, which points
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toward a less drastic summer fertility depression with the use of sexed semen.
Under the high ambient temperature tested, unknown changes in the cellular
characteristics of embryos derived of sex-sorted semen could override the adverse

effects of high ambient temperature developmental potential of these embryos.

Conclusions

Results indicate that Holstein heifers inseminated with sex-sorted sperm under
field conditions in a commercial dairy herd without oestrus synchronization and
under extreme heat load for the most part of the year, results in similar P/Al to that
observed with the use of conventional semen during the summer and fall months.
Similarly, analogous P/Al is expected in cows in July with either sex-sorted or
conventional semen. Thus, the use of sex-sorted semen during the hottest months
of the year under the condition tested seems to ameliorate the summer depression
of fertility with the additional advantage of increasing the proportion of live heifer

calves born.
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Figure 1. Seasonal variation in pregnancy per artificial insemination (P/Al) in
Holstein heifers inseminated either with sex-sorted or conventional semen in a hot
environment. Dots and diamond are monthly P/Al means. Within months *=P<0.05,

**=P<0.01.
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Figure 2. Seasonal variation in pregnancy per artificial insemination (P/Al) in high—
milk yielding Holstein cows inseminated either with sex-sorted or conventional
semen in a hot arid environment. Dots and diamond are monthly P/Al means.
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