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El nimero total de lechones destetados por cerda y afio constituye el principal factor
que determina la produccién anual de una explotacion porcina. Maximizar dicho parametro,
con el fin de obtener una elevada productividad, implica llevar a cabo un control sobre dos
factores importantes: por un lado, el porcentaje de cerdas inseminadas semanalmente y, por
otro lado, el rendimiento reproductivo de las cerdas multiparas presentes en la explotacion.
La capacidad para cumplir con el objetivo semanal de inseminaciones depende tanto del
numero de cerdas destetadas que salen en celo por semana como de la existencia de un
suministro continuo y predecible de nuliparas de reposicién en celo. En cuanto al
rendimiento reproductivo de la cerda multipara, en términos de tamafio de camada, éste
tiende a experimentar un descenso a partir del 5° o 6° parto. Esta situacion implica la
necesidad de su reemplazo con nuliparas ciclicas de reposicion, las cuales se requiere que
presenten un cierto grado de fertilidad probado, antes de ser incluidas en el ciclo

reproductivo, para garantizar el éxito de la reposicion.

Adelantar el inicio de la pubertad supone una estrategia que permite disponer de ese
pool de nuliparas ciclicas con un registro de varios ciclos estrales previos a la primera
inseminacién, presentando una actividad ovarica ciclica y estable. Asi mismo, también
permite determinar el grado de fertilidad inherente a la nulipara de reemplazo, identificando
a aquellas que permitan mantener unos elevados estandares reproductivos en la explotacion.
La exposicion al verraco es uno de los métodos mas comdnmente utilizados para iniciar una
pronta actividad ovarica ciclica en la cerda nulipara, aunque a veces no siempre conduce a
resultados satisfactorios, presentandose un retraso en el inicio de la pubertad o una falta de

ciclismo en su actividad ovarica tras el inicio de la misma. En estos casos, el tratamiento
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con gonadotropinas exégenas, como por ejemplo la administracién de PG600® (400 UI
eCG + 200 Ul hCG), representa un instrumento eficaz para la induccién de la pubertad en
cerdas nuliparas, asi como para sincronizar el celo posdestete, permitiendo un mejor control

del manejo reproductivo de la explotacion.

El presente trabajo de Tesis Doctoral aborda 4 ensayos experimentales cuyo
principal objetivo ha sido la mejora del rendimiento reproductivo de la cerda mediante la
identificacion de las nuliparas con el mayor potencial fértil y la implantacion de nuevas

técnicas de manejo de la reproduccion que mejoren la fertilidad en partos subsiguientes.

El objetivo del primer trabajo fue determinar la asociacion entre la respuesta de celo
de cerdas nuliparas a la inyeccion con gonadotropinas exdgenas o a la exposicién al
verraco, para inducir su pubertad, y su posterior indice de parto y tamafio de camada al
primer parto. A los 154 dias de edad, nuliparas seleccionadas aleatoriamente recibieron una
inyeccion intramuscular de 400 Ul de gonadotropina coriénica equina mas 200 Ul de
gonadotropina coriénica humana (PG600®; n = 181). Del pool restante de nuliparas no
tratadas con hormonas, las primeras en mostrar signos de celo fueron seleccionadas para
actuar como Controles (n = 201). La exposicion al verraco comenzo a los 155 dias de edad
en ambos grupos, Yy las nuliparas fueron inseminadas con un peso aproximado de 130 kg.
Las comparaciones se realizaron entre las nuliparas tratadas con PG600® que mostraron o
no signos de celo dentro de los 7 primeros dias posinyeccion (es decir, de respuesta

temprana o tardia, respectivamente) y las nuliparas Control que mostraron o no signos de
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celo dentro de los 30 primeros dias después del inicio de la exposicion al verraco (es decir,
nuliparas Control selectas y no selectas, respectivamente). A los 162 dias de edad, el primer
celo fue detectado en el 67.5% de las nuliparas tratadas con PG600®, comparado con un
5.7% de las nuliparas Control (P < 0.0001). La proporcion de nuliparas que habian
mostrado 3 0 mas celos en el momento de la primera inseminacion aumenté en el grupo de
nuliparas Control selectas, comparado con los grupos de nuliparas que mostraron una
respuesta de celo temprana y tardia al tratamiento con PG600® (P < 0.001). No se
observaron diferencias significativas en el indice de parto ni en el tamafio de camada entre
los cuatro grupos de tratamiento. Estos datos indican que la PG600® es una herramienta
efectiva para inducir antes el primer celo en las nuliparas, que tanto el posterior indice de
parto y como el tamafio de camada de lechones nacidos vivos se comparan de forma
favorable a aquellos de las nuliparas selectas, y que las nuliparas que no responden de

forma temprana a la estimulacion hormonal no muestran una fertilidad comprometida.

El objetivo del segundo trabajo fue determinar el efecto de la duracion de la
lactacion y del tratamiento con gonadotropinas exdgenas al destete sobre el rendimiento
reproductivo de cerdas primiparas. Después de 3 semanas de lactacion, las cerdas
primiparas fueron destetadas (W3; n = 273) o recibieron una nueva camada de lechones de
7 dias de edad para una lactacion de 14 dias extra (W5; n = 199). Al destete final (3 05
semanas de lactacidn), las cerdas fueron asignadas aleatoriamente para recibir una
inyeccién de 400 Ul de gonadotropina coridnica equina mas 200 Ul de gonadotropina
coriénica humana (PG600®; W3+P; n = 108 y W5+P; n = 96) 0 no recibir inyeccion alguna

(W3; n =165y W5; n = 103). Las cerdas fueron inseminadas en el primer celo observado
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después del destete final y, de nuevo, 24 horas después. La proporcién de cerdas que
mostraron celo dentro de los 6 primeros dias posdestete fue mayor (P < 0.01) para el grupo
W3+P (86%), comparado con el grupo W3 (64%); sin embargo, no hubo diferencia (P =
0.13) entre los grupos W5+P (79.4%) y W5 (69.1%). No hubo efecto ni de la duracién de la
lactacion ni del tratamiento con gonadotropinas exogenas sobre el indice de parto ni la
proporcion de cerdas sacrificadas antes de la inseminacion posdestete. ElI tamafio de
camada para el total de lechones nacidos fue menor (P = 0.05) en el grupo W3+P (11.7
0.4), comparado con el grupo W3 (12.6 + 0.3). Sin embargo, las cerdas que lactaron
durante 35 dias tuvieron camadas de mayor tamafio en comparacion con aquellas que
lactaron Unicamente durante 21 dias, independientemente de que fueran o no tratadas al
destete final con gonadotropinas exdgenas (14.0 £ 0.5y 14.5 + 0.4 para los grupos W5+P y
W5, respectivamente; P < 0.001). Estos datos indican que, en las cerdas primiparas, una
lactacién mas duradera mejora el tamafio de camada para el total de lechones nacidos al
siguiente parto. El tratamiento con gonadotropinas exdgenas es Gtil para acortar el intervalo
destete-celo pero el tamafio de camada para el total de lechones nacidos del siguiente parto

puede verse negativamente afectado.

El objetivo del tercer trabajo fue determinar si una respuesta rapida de celo, en
cerdas nuliparas, al tratamiento con gonadotropinas exdgenas para inducir su pubertad esta
asociada con un mejor desarrollo reproductivo de la cerda a largo plazo. A los 154 dias de
edad, las cerdas nuliparas recibieron una inyeccion intramuscular de 400 Ul de
gonadotropina coriénica equina mas 200 Ul de gonadotropina coriénica humana (PG600°;

n = 260). Las cerdas nuliparas Control (n = 272) no recibieron PG600®. Todas las nuliparas
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fueron expuestas al verraco desde los 155 dias de edad para la deteccion del celo y fueron
posteriormente inseminadas, de forma artificial, con un peso aproximado de 130 kg. Las
nuliparas que recibieron PG600® y alcanzaron la pubertad dentro de los 7 primeros dias
posinyeccion fueron clasificadas como de respuesta rapida (ER), mientras que las restantes
nuliparas tratadas con PG600® fueron clasificadas como de respuesta tardia (LR). Dentro
de la poblacion Control, las nuliparas que presentaron su primer celo antes de o a los 185
dias de edad fueron clasificadas como selectas (CS), mientras que las nuliparas Control
restantes fueron clasificadas como no-selectas (NS). La respuesta de celo al tratamiento
asignado tuvo efecto (P = 0.03) sobre el indice de retencion de las nuliparas en el ciclo
reproductivo, con una menor proporcién de nuliparas LR alcanzando el 4° parto en
comparacion con las nuliparas NS (50% vs. 69.4%, respectivamente; P = 0.09). Los indices
de retencién de las nuliparas ER y CS fueron intermedios. Estos datos indican que las
cerdas nuliparas que no presentan una respuesta rapida de celo a la PG600®, administrada a
los 154 dias de edad, son mas propensas a ser sacrificadas con un menor nimero de partos

en su registro como hembras reproductoras.

El objetivo del cuarto trabajo fue determinar si los cambios en la resistencia
eléctrica de la mucosidad vaginal (REV) de cerdas destetadas, durante los 7 primeros dias
posdestete, estdn asociados con el momento de la ovulacién, determinado mediante
ecografia ovarica entre las 91 y las 146 h posdestete, y la estacion del afio. Las mediciones
de REV se llevaron a cabo a las 20, 44, 68, 91, 96, 102, 115, 120, 126, 140, 146 y 164 h
posdestete. Los valores de REV disminuyeron entre las 120 y las 31 h antes de la

ovulacion, para luego aumentar de forma progresiva hasta las 40-50 h posovulacion. La
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estacion del afio tuvo un efecto significativo (P < 0.01) sobre la evolucién de la REV vy el
momento de deteccion de sus valores mas bajos antes de la ovulacion. El celo fue
observado a partir del dia 4 posdestete, después de obtenerse los valores mas bajos de REV.
La ovulacion tuvo lugar entre el final del dia 5 y el final del dia 6 posdestete, mientras los
valores de REV seguian aumentando. La ovulacion tuvo lugar antes en cerdas con un
menor namero de parto (P < 0.001). Tomando como referencia el momento de la ovulacion
(hora 0), la REV fue significativamente menor entre las 50 y las 5 h preovulacion en el
otofio, y entre las 40 y las 21 h preovulacién en el invierno; sin embargo, dichas diferencias
no fueron observadas en la primavera. El valor méas bajo de REV no se correlacion6 con el
momento de la ovulacion. Por lo tanto, podemos concluir que la REV aumenta antes de la
ovulacion y que este aumento esta influido por la estacion del afio, pero que no puede ser

utilizada para predecir con precision la ovulacion en cerdas destetadas.
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Total number of weaned piglets per sow and year is the main factor determining the
annual production of a sow commercial farm. Maximizing that parameter, with the aim of
obtaining a high productivity, implies controlling over two important factors: on the one
hand, the percentage of weekly breeding sows and, on the other hand, the reproductive
performance of multiparous sows in the breeding herd. Capability to meet the weekly
breeding target depends on both the number of weaned sows coming into heat per week and
the existence of a continuous and predictable supply of service-ready gilts in estrus when
required. Regarding the reproductive performance of the multiparous sow, in terms of litter
size, this tends to experience a decrease from the 5™ or 6™ parity onwards. This situation
implies the necessity of their replacement with service-ready cyclic gilts, which are
required to show a certain degree of proven fertility before being included into the

reproductive cycle, in order to guarantee the success of the replacement process.

Advancing the onset of puberty supposes a strategy that allows having a pool of
cyclic gilts with a record of several estrous cycles prior to first breeding, showing a stable
cyclic ovarian activity. Likewise, it also allows determining the degree of inherent fertility
of the replacing gilt, identifying those which allow maintaining high reproductive standards
on farm. Boar exposure is one of the most commonly used methods to initiate an early
cyclic ovarian activity in the gilt, although sometimes it does not lead to satisfactory results,
resulting in a delay in the onset of puberty or in a lack of cycling of the ovarian activity
after its beginning. In such cases, treatment with exogenous gonadotrophins, as for example
the administration of PG600® (400 1U eCG + 200 1U hCG), represents an effective tool for

puberty induction in gilts, as well as for synchronizing the post-weaning estrus, allowing a
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better control of the reproductive management on farm.

The overall objective of this Ph.D. dissertation is to improve sow reproductive
performance by identifying gilts with the greatest fertile potential and implementing new

reproductive management techniques that improve their fertility in subsequent farrowings.

The aim of the first study was to determine the association between the estrus
response of prepubertal gilts to gonadotrophin injection or boar exposure and their
subsequent farrowing rate and litter size. At 154 days of age, randomly selected prepubertal
gilts received an intramuscular injection of 400 1U equine chorionic gonadotrophin plus
200 1U human chorionic gonadotrophin (PG600®; n = 181). From the remaining pool of
animals not treated with hormones, the first gilts showing signs of estrus were selected to
act as Controls (n = 201). Boar exposure began at 155 days of age for both groups and gilts
were bred at a weight of approximately 130 kg. Comparisons were made between PG600®-
treated gilts exhibiting estrus or not within 7 days post injection (early and late-responders,
respectively) and Control gilts exhibiting estrus or not within 30 days after beginning of
boar exposure (select and non-select Control gilts, respectively). By 162 days of age, estrus
was detected in 67.5% of PG600®-treated gilts compared to 5.7% of Control gilts (P <
0.0001). The proportion of animals observed in estrus at least 3 times before breeding was
greater for select Control gilts compared to early and late-responder PG600®-treated gilts
(P <0.001). There were no significant differences in farrowing rate and litter size between

the four treatment groups. These data indicate that PG600® is an effective tool to induce an
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earlier estrus in gilts, that subsequent farrowing rate and born alive litter size compares
favorably to that of select gilts, and that gilts failing to respond promptly to hormonal

stimulation do not exhibit compromised fertility.

The aim of the second study was to determine the effect of lactation length and
treatment with gonadotrophins at weaning on reproductive performance of primiparous
sows. After 3 weeks of lactation, primiparous sows were either weaned (W3; n = 273) or
received a 7-day-old foster litter for a further 14 days of suckling (W5; n = 199). At final
weaning (3 week or 5 week lactation) sows were randomly assigned to receive an injection
of 400 IU equine chorionic gonadotrophin plus 200 IU human chorionic gonadotrophin
(PG600®; W3+P; n = 108 and W5+P; n = 96) or no injection (W3; n = 165 and W5; n =
103). Sows were inseminated at first observed estrus after final weaning and 24 h later. The
proportion of sows showing estrus by day 6 post-weaning was greater (P < 0.01) for W3+P
(86%) compared to W3 (64%); however, there was not a difference (P = 0.13) for W5+P
(79.4%) compared to W5 (69.1%). There was no effect of either lactation length or
gonadotrophin treatment on farrowing rates or on the proportion of sows culled before
breeding. Total born litter size was smaller (P = 0.05) for W3+P (11.7 + 0.4) compared to
W3 (12.6 + 0.3). However, sows that lactated for 35 days had larger litters than sows that
lactated for 21 days, regardless of gonadotrophin treatment (14.0 = 0.5 and 14.5 + 0.4 for
W5+P and W5, respectively; P < 0.001). These data indicate that for primiparous sows, a
longer lactation improves total born litter size at their next farrowing. Gonadotrophin
treatment is useful in shortening the weaning to estrus interval but subsequent total born

litter size may be negatively affected.
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The aim of the third study was to determine whether a prompt estrus response of
prepubertal gilts to gonadotrophin treatment is associated with improved long term sow
performance. At 154 days of age, prepubertal gilts received an intramuscular injection of
400 IU equine chorionic gonadotrophin plus 200 IU human chorionic gonadotrophin
(PG600®; n = 260). Control gilts (n = 272) did not receive PG600®. All gilts were boar
exposed from 155 days of age for estrus detection and gilts were subsequently artificially
inseminated at a weight of approximately 130 kg. Gilts receiving PG600® that exhibited
estrus by 7 days post injection were classified as early responders (ER); remaining
PG600®-treated gilts were classified as late responders (LR). Within the control population,
gilts exhibiting estrus by 185 days of age were classified as select (CS); remaining controls
were classified as non-select (NS). Treatment response impacted (P = 0.03) retention rate,
with a lesser proportion of LR gilts reaching parity 4 compared to NS gilts (50% vs. 69.4%,
respectively; P = 0.09), with ER and CS gilt retentions rates being intermediate. These data
indicate that gilts failing to respond promptly to PG600® administered at 154 days of age

are more likely to be culled after fewer parities.

The aim of the fourth study was to investigate whether changes in the electrical
resistance of vaginal mucus (VER) of weaned sows, during the first 7 days post-weaning,
are associated with time of ovulation (as determined by ovarian ultrasound between 91 and
146 h after weaning) and season. VER measures were determined at 20, 44, 68, 91, 96, 102,

115, 120, 126, 140, 146 and 164 h post weaning. VER decreased between 120 and 31 h
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prior to ovulation, and then increased until 40-50 h post ovulation. Duration and timing of
the nadir was affected by season (P < 0.01). Estrus was observed from day 4 post-weaning,
following the lowest VER values. Ovulation occurred between late day 5 and late day 6
post-weaning, while VER values were still increasing. Ovulation was earlier in lower parity
sows (P < 0.001). Compared to 0 h (ovulation time), VER was significantly lower between
50 and 5 h pre-ovulation in autumn, and between 40 and 21 h pre-ovulation in winter, but
such differences were not seen in spring. Lowest VER value was not correlated with time
of ovulation. We conclude that VER increases prior to ovulation and that this increase is

influenced by season but cannot be used to accurately predict ovulation in weaned sows.
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El nimero total de lechones destetados por cerda y afio constituye el principal factor
que determina la produccion anual de una explotacion porcina y depende tanto del tamafio
medio como del nimero total de camadas destetadas. Dicho parametro esta directamente
relacionado con el porcentaje de cerdas inseminadas semanalmente que, a su vez,
condiciona los indices de concepcion y parto de la explotacion (Dial et al., 1996). La
capacidad para cumplir con el objetivo semanal de inseminaciones esta sujeta al flujo de
cerdas destetadas que salen en celo por semana. Del mismo modo, este objetivo semanal
estd supeditado a la existencia de un suministro continuo y predecible de nuliparas de
reposicion en celo. Para ello, es necesario que las nuliparas de reemplazo alcancen la
pubertad lo antes posible, de forma que, cuando reciban la primera inseminacion artificial
(IA), hayan experimentado varios ciclos estrales previos, presentando una actividad ovarica

ciclica estable que maximice su fertilidad.

La exposicion al verraco es uno de los métodos mas comunmente utilizados para el
establecimiento de la actividad ovérica ciclica en la cerda nulipara. No obstante, este
procedimiento no siempre conduce a resultados satisfactorios, bien por la dificultad para
establecer un contacto fisico directo entre el macho y la hembra o bien por causas
reproductivas inherentes a la cerda (p. e., el anestro asociado a una patologia ovérica
congénita que derive en infertilidad o esterilidad) o al propio verraco (p. e., una libido
disminuida que produzca la falta de estimulacién necesaria a la nulipara). Esto provoca un
retraso en el inicio de la pubertad, o impide que la cerda nulipara mantenga una actividad
ovarica ciclica estable tras el inicio de la misma (Kirkwood and Thacker, 1992; Hughes,

1997). En estos casos, el tratamiento con gonadotropinas exdgenas representa un
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instrumento eficaz para la induccion de la pubertad en nuliparas (Kirkwood, 1999), asi
como para sincronizar el celo posdestete, permitiendo un mejor control del manejo
reproductivo de la explotacion. Una de las combinaciones gonadotrépicas mas utilizadas es
la formulacién comercial PG600®, constituida por 400 Ul de gonadotropina coriénica
equina (eCG) y 200 Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG), recomendandose su
utilizacion en nuliparas, que no hayan alcanzado la pubertad, de al menos 85 kg de peso
vivo y 165 dias de edad. La respuesta de celo y ovulacién a la inyeccién de PG600® mejora
con la edad y el peso de las nuliparas (Britt et al., 1989) debido a una mayor madurez
fisiolégica del eje hipotalamo-hipdfisis-ovarico. Sin embargo, hasta un 30% de las
nuliparas tratadas con PG600® no muestran una respuesta estral y ovulatoria (Tilton et al.,
1995; Kirkwood, 1999; Manjarin et al., 2009a,b), y cerca de un 30% de aquellas que si
responden al tratamiento, alcanzando la pubertad, no presentan una actividad ovérica
ciclica estable tras el primer celo. Ademas, la utilizacion de gonadotropinas exdgenas para
inducir la pubertad en nuliparas conlleva el riesgo de introducir en el ciclo reproductivo de
la explotacion a hembras relativamente menos fértiles, las cuales, con un posible peor

rendimiento reproductivo, van a disminuir la productividad a largo plazo de la explotacion.

El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido la mejora del rendimiento
reproductivo de la cerda mediante la identificacion, a una edad temprana, de las futuras
hembras reproductoras con un mayor potencial fértil y la implantacion de nuevas
estrategias de manejo de la reproduccion que mejoren su fertilidad a largo plazo. Para ello,

se llevaron a cabo 4 ensayos experimentales:
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I. Efecto del tipo de respuesta estral (temprana o tardia) al tratamiento con
PG600® en nuliparas, para la induccién de la pubertad, sobre su fertilidad al

primer parto.

ii. Efecto de la duracion de la lactacion (3 o 5 semanas) y del tratamiento con

PG600° al destete en primiparas sobre su fertilidad al segundo parto.

ii. Efecto del tipo de respuesta estral (temprana o tardia) al tratamiento con
PG600® en nuliparas, para la induccién de la pubertad, sobre su posterior

fertilidad y longevidad al cuarto parto.

Iv. Evaluacion posdestete de la resistencia eléctrica del moco vaginal como

herramienta reproductiva para predecir el momento de la ovulacion en la cerda.

Estudios previos muestran que las nuliparas inseminadas a una edad mas tardia son
sacrificadas antes (Schukken et al., 1994; Culbertson and Mabry, 1995; Le Cozler et al.,
1998), fundamentalmente debido a que presentan una produccion media de lechones totales
nacidos por parto mas baja durante su vida reproductiva, que la observada en nuliparas
inseminadas a una edad mas temprana. Esto sugiere que aquellas nuliparas que alcanzan
antes la pubertad podrian ser relativamente mas fértiles (Nelson et al., 1990; Holder et al.,
1995). En este sentido, Patterson y cols. (2010a) definen a la cerda nulipara “selecta” como
aquella capaz de alcanzar la pubertad, de forma natural, dentro de los 30 primeros dias
posteriores al inicio de la exposicion al verraco; y a la nulipara “no selecta” como aquella

gue no ha alcanzado la pubertad durante los 30 primeros dias desde que se inicid dicha
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exposicion. En este estudio de Patterson y cols., en comparacion con las nuliparas “no
selectas”, las cerdas nuliparas “selectas” tuvieron un mejor ciclismo de su actividad
ovarica, fueron inseminadas con éxito en un mayor porcentaje, presentaron mayores indices
de gestacion, parto y retencion (con un mayor porcentaje entre las nuliparas “selectas”
alcanzando el tercer parto) y mostraron un aumento en el tamafio de camada en los
sucesivos partos. Hay algunos estudios que han comparado el rendimiento reproductivo
entre nuliparas cuya pubertad fue inducida mediante el empleo de la PG600® y aquellas no
tratadas hormonalmente (Kirkwood et al., 2000). Sin embargo, no existe informacion
acerca del rendimiento reproductivo de las nuliparas que presentan una respuesta de celo
tardia al tratamiento con PG600® para la induccién de la pubertad (i.e., superior a los 7
dias) pero que son retenidas en el ciclo reproductivo. Por lo tanto, el objetivo de nuestro
primer experimento consistié en comparar distintos pardmetros de fertilidad al primer parto
entre cerdas nuliparas tratadas con PG600®, y que presentaron una respuesta de celo
temprana o tardia al tratamiento, y nuliparas Control, con una respuesta estral rapida
(“selectas™) o lenta (“no selectas”) tras el inicio de la exposicion al verraco. La hipétesis
formulada es que una respuesta de celo mas rapida al tratamiento hormonal para la
induccion de la pubertad implica una mayor madurez fisiologica del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovarico a una edad cronoldgica dada, y que dicha respuesta estral puede estar

asociada a una mayor fertilidad en la cerda nulipara.

Para mejorar el rendimiento reproductivo de la cerda es clave establecer un estricto
control sobre el intervalo destete-celo (IDC; Patterson et al., 2010Db), control que posibilite

la inseminacion del nimero semanal necesario de cerdas destetadas. Un aumento de dicho
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intervalo no solo conlleva una mayor acumulacion de dias no productivos, sino también un
adelanto del momento de la ovulacion que, en ausencia de un protocolo de induccion y
sincronizacion del celo y de la ovulacién al destete, puede revertir en un descenso de la
fertilidad en la cerda (Kirkwood, 2008). Comparada con la cerda multipara, la hembra
primipara tiende a presentar IDCs mas largos y variables, probablemente debido a una
menor ingesta nutritiva y a una mayor pérdida proteica durante la lactacion, situaciones
ambas que van a empeorar su estado metabolico neto y su condicion corporal en el
momento del destete (Clowes et al., 2003). EI nimero de lechones destetados con un peso y
crecimiento aceptables se encuentra limitado por la produccién lactea de la cerda en
lactacion. La cerda alcanza el pico de lactacién hacia el dia 15 posterior a su inicio,
momento a partir del cual disminuye la demanda metabdlica de la lactacion hasta alcanzar
el final de la misma (Toner et al., 1996; Hansen et al., 2012). Por lo tanto, es posible que un
aumento del periodo de lactancia, manteniendo una ingesta adecuada, mejore el estado
metabolico y corporal de la hembra primipara al destete, con la consiguiente mejora de su
funcién ovarica y posterior fertilidad. En este sentido, la existencia de cerdas nodrizas, con
una lactacion prolongada, supone un gran atractivo para la cria del exceso de lechones,
presentes en camadas muy numerosas, hasta alcanzar un peso aceptable al destete. El
tratamiento con PG600® administrado al destete, tras una lactacién convencional de 3
semanas, reduce y sincroniza la duracion del IDC, sobre todo en cerdas de primer y
segundo parto (Bates et al., 1991; Estienne and Hartsock, 1998; Kirkwood et al., 1998a;
Knox and Zas, 2001). Ademas, dicho tratamiento gonadotrépico aumenta la duracién del
periodo de celo, controlando el intervalo celo-ovulacion (ICO) y facilitando el manejo de la
IA, lo que permite mejorar el subsiguiente indice de parto y el tamafio de camada (Knox et

al., 2001). Sin embargo, el efecto de la interaccién entre el tratamiento con PG600® al
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destete y la duracién de la lactacion en cerdas primiparas sobre su fertilidad al segundo
parto nunca ha sido estudiado. Por tanto, nuestro segundo experimento consistié en evaluar
el efecto de una lactacion de 3 0 5 semanas, junto con la inyeccién de PG600® al destete
final para inducir y sincronizar el celo posdestete, en la fertilidad de cerdas primiparas al
segundo parto. La hipotesis formulada es que un periodo de lactacion de 5 semanas en
cerdas primiparas mejoraria su fertilidad al siguiente parto, respecto a aquellas destetadas
tras 3 semanas de lactacion; y que el tratamiento gonadotropico al destete resultaria en una

mejora del indice de parto y del subsiguiente tamafio de camada al segundo parto.

Como ya hemos expuesto anteriormente, ademas de la impredictibilidad de la
respuesta estral y ovulatoria a la inyeccién con PG600® en nuliparas, el uso de
gonadotropinas exdgenas para la induccion de la pubertad puede favorecer la estimulacién
de nuliparas con una fertilidad reducida y, por consiguiente, con una esperada menor
longevidad en la explotacion, siendo incluidas en el ciclo reproductivo. En general, el
periodo mas prolifico en la cerda se sitta entre el tercer y el sexto parto; sin embargo, un
elevado porcentaje medio anual de cerdas son sacrificadas con un nimero medio de partos
inferior a 3, lo cual supone una vida productiva relativamente corta y una fuente de
preocupacion tanto econémica como de bienestar animal. En este sentido, el fallo
reproductivo ha sido identificado como la principal causa de sacrificio dentro del grupo de
cerdas nuliparas y de primer parto (D' Allaire y Drolet, 1999; Hughes et al., 2010). La
identificacion y seleccion de las cerdas nuliparas con el mayor potential reproductivo a
largo plazo supondria un impacto muy positivo para la industria del sector porcino. Hasta el

momento, existen experimentos previos que han comparado el rendimiento reproductivo de
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cerdas cuya pubertad fue originalmente inducida con gonadotropinas exogenas, con el de
sus homologas no tratadas (Kirkwood et al., 2000), no detectandose un descenso de
rendimiento reproductivo a largo plazo en aquellas nuliparas inseminadas a una mayor edad
y peso vivo en el primer celo inducido hormonalmente. En este sentido, y en una
explotacion porcina con rendimientos reproductivos relativamente pobres, Holtz y cols.
(1999) observaron como la induccién de la pubertad con gonadotropinas exogenas en
nuliparas, junto con su inseminacion en el primer celo posterior al inducido
hormonalmente, no mostré ningun efecto sobre los indices de retencién de las cerdas
durante los 3 primeros partos. Una falta de efecto similar sobre los indices de sacrificio fue
observada tras la administracion de gonadotropinas exdgenas al destete a cerdas primiparas
para la induccién del primer celo posdestete (Kirkwood et al., 1998b; Vargas et al., 2006).
Sin embargo, no tenemos constancia de ningun estudio que haya valorado el efecto de una
respuesta de celo temprana o tardia al tratamiento gonadotropico para inducir la pubertad
en la nulipara sobre su rendimiento reproductivo a largo plazo y su longevidad. Por lo
tanto, el tercer experimento de la Tesis Doctoral tuvo como objetivo evaluar la fertilidad a
largo plazo, asi como su longevidad, en cerdas nuliparas que presentaron una respuesta de
celo temprana o tardia al tratamiento con gonadotropinas exogenas para inducir su
pubertad, en comparacion con nuliparas selectas no tratadas de la misma poblacién animal.
La hipdtesis propuesta es que tanto la fertilidad a largo plazo como la longevidad de las
nuliparas con una respuesta rapida de celo a la estimulacion hormonal podrian encontrarse
en niveles semejantes a los de aquellas que alcanzan la pubertad de forma natural a una
edad mas temprana tras la exposicion al verraco. Esta situacion implicaria que una
respuesta rapida de celo a la PG600®, asi como en el caso de la exposicién al verraco, para

la induccidn de la pubertad, podria relacionarse con una mayor madurez fisiologica del eje
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hipotalamo-hipofisis-ovarico a una edad cronoldgica dada, asociandose con y resultando en

un mejor rendimiento reproductivo a largo plazo de la cerda.

La elevada variabilidad del IDC y del ICO supone un problema que afecta a la
eficacia de la 1A a tiempo fijo, debido a la falta de sincronia entre la IA y la ovulacion
(Kemp and Soede, 1996). Esta situacién hace necesaria la utilizacién de protocolos de
sincronizacién del celo y de la ovulacion en la cerda para maximizar su fertilidad. La
administracion de PG600® al destete en la cerda es una de las técnicas mas cominmente
utilizadas para la sincronizacion del celo y la ovulacion (Kirkwood, 1999). Sin embargo, la
respuesta estral y ovulatoria a dicho tratamiento es altamente variable y esta influida por
factores tales como el numero de parto de la cerda y la estacion del afio (Bates et al., 1991;
Kirkwood, 1999; Knox and Zas, 2001), afectando negativamente a los futuros indices de
parto y tamafios de camada. El uso de la ecografia ovarica transrectal para observar la
dindmica del crecimiento folicular y la ovulacion es un método exacto aunque ciertamente
invasivo y exigente de experiencia para su desarrollo. Por tanto, la implantacion de nuevas
técnicas para la prediccion de la ovulacién en cerdas destetadas abre una ventana a la
mejora del rendimiento reproductivo en el ganado porcino. Numerosos autores han
demostrado la utilidad de la resistencia eléctrica del moco vaginal (REV) como una
herramienta para la deteccion del celo en la cerda (Ko et al., 1989; Rezac et al., 2009;
Yamauchi et al., 2009). Segun estos autores, la evolucion de la REV a lo largo del ciclo
estral esta relacionada con los cambios en la concentracion plasmatica de las hormonas
sexuales a lo largo del mismo (Dusza et al., 1996). En la cerda (Ko et al., 1989), la vaca

(Carter and Dufty, 1980), la oveja (Bartlewski et al., 1999), la bdfala (Gupta and Purohit,
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2001) y la rata (Jaramillo et al., 2012) se ha observado un descenso de los valores de REV
durante el proestro, seguido de un aumento gradual durante el periodo de estro y la
ovulacion, permaneciendo en valores elevados hasta el inicio del siguiente proestro o a lo
largo de la gestacion. Sin embargo, la utilidad de la REV para predecir el momento de la
ovulacion en cerdas destetadas, estudiando posibles variaciones estacionales, nunca ha sido
evaluada. Esta situacion constituye el objetivo del cuarto ensayo experimental presentado
en esta Tesis Doctoral. Nuestra hipétesis es que una ovulacion prematura en cerdas
destetadas podria estar relacionada con un aumento también prematuro de los valores de
REV, en comparacion con una ovulacién normal o tardia posdestete; y que este aumento
preovulatorio de la REV podria ser utilizado para predecir el momento de la ovulacién. Con
el fin de probar esta hipdtesis, se llevaron a cabo dos acciones: 1) establecer el perfil de
valores de REV entre los dias 1 y 7 posdestete, en cerdas con diferente nimero de parto y
en diferentes estaciones del afio, y 2) valorar la relacién entre los valores de REV y el

momento de la ovulacion en cerdas destetadas.
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La cerda multipara tiende a experimentar un descenso en el tamafio de camada a
partir del 5° o 6° parto (Lucia Jr. et al., 2000), comprometiendo el objetivo anual del total
de lechones destetados de la explotacion. Esta situacion implica la necesidad de su
reemplazo con nuliparas ciclicas de reposicion, a fin de cumplir con dicho objetivo y
disminuir los dias no productivos de la explotacion. Para garantizar el éxito de la
reposicion, las nuliparas deben presentar un cierto grado de fertilidad probado antes de ser
incluidas en el ciclo reproductivo. Una estrategia, que permite determinar este grado de
fertilidad inherente a la nulipara, se encuentra adelantando el inicio de su pubertad (Nelson
et al., 1990; Holder et al., 1995). Esta situacion permite disponer de un pool de nuliparas
ciclicas, con un registro de varios ciclos estrales previos a la primera inseminacion
(Kirkwood, 2008). Por contra, la cubricion de nuliparas con un retraso en el inicio de su
pubertad supone llevar a cabo una reposicion con hembras que, a largo plazo, van a mostrar
una disminucion en su rendimiento reproductivo, como demuestran los estudios de
Schukken y cols. (1994) y Le Cozler y cols. (1998). Estos autores observaron que las cerdas
con una menor longevidad en la explotacién (i. e., con un nimero de parto mas bajo al
sacrificio) y una menor produccion total de lechones durante su vida reproductiva, eran
aquellas que, como nuliparas, fueron inseminadas a una edad mas tardia y, por ende,
presentaron una mayor edad a la concepcion (i. e., > 240 dias) y al primer parto (i. e., > 370
dias), resultados indicativos de una fertilidad innata reducida al inicio de su pubertad. En
1960, Duncan y Lodge definen la pubertad como el momento de aparicion del primer celo y
la primera ovulacion, en asociacion con una funcion luteal normal. EI control sobre los
diversos factores que influyen sobre el inicio de la pubertad, con el fin de mejorar tanto el
tamafo de camada por parto como la longevidad de la nulipara en la explotacion, se vuelve

imprescindible.
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3.1. Embriologia del ovario.

Las gonadas femeninas provienen del mesodermo intermedio. Su primer esbozo
embrionario aparece en el techo de la cavidad celomica en forma de dos eminencias
longitudinales llamadas crestas gonadales, y se deben a la proliferacion del epitelio
celémico y a la condensacién del mesénquima subyacente (Climent et al., 2005). En este
punto del desarrollo embrionario, todavia no aparecen las células germinales primordiales
(CGP) en las crestas gonadales, células precursoras de las oogonias. Las CGP han de
migrar desde la pared posterior del saco vitelino, a través del mesenterio dorsal y por
movimientos ameboides, hasta colonizar las crestas gonadales (Climent y Bascuas, 1989).
Tras la llegada de las CGP a las crestas gonadales, una proliferacion activa del epitelio
celémico forma los cordones sexuales primitivos, que se introducen hacia el mesénquima,
rodeando a las CGP. En ausencia del factor determinante testicular, la génada no atrae
células mesonéfricas y los cordones sexuales primitivos se disgregan en pequefios cimulos
celulares que engloban grupos de CGP. El epitelio celomico sigue proliferando y origina
una segunda generacion de cordones, los cordones corticales, que se introducen hacia el
mesénguima sin perder su conexion con el epitelio engrosado (Climent y Bascuas, 1989;
Climent et al., 2005). Estos cordones se disgregan a su vez en cumulos celulares que

encierran también CGP, y que daran lugar a las células foliculares.
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3.2. Oogénesis.

La oogénesis se define como el proceso de formacion, crecimiento y maduracion de
los gametos femeninos u oocitos. El proceso de formacién de los futuros gametos
femeninos tiene lugar durante la vida embrionaria, y comienza con la migracién de las CGP
a las crestas gonadales. Las CGP, a través de sucesivas divisiones mitoticas, se diferencian
en oogonias, las cuales se transformaran en oocitos primarios al término de esta fase
proliferativa (Galina y Valencia, 2008). El crecimiento del oocito primario, entre el inicio
de la primera division meidtica (MI) y su detencién en la fase de Diplotene durante la
Profase I, implica un aumento del nimero de orgéanulos citoplasmaticos (mitocondrias,
ribosomas, etc.) y la formacion de los granulos corticales a partir del aparato de Golgi
(Stromstedt and Byskov, 1999). Toda esta maquinaria celular refleja una elevada actividad
metabdlica y permite la sintesis y almacenamiento de ARN, proteinas y enzimas, asi como
el desarrollo de la red de microtibulos y filamentos. El proceso de maduracion del oocito
primario transcurre entre el reinicio de la Ml (asociado a la ola preovulatoria de LH) y la
Metafase de la segunda divisién meidtica (MII). Una serie de cambios a nivel nuclear y
citoplasmatico van a preparar al oocito primario para ser fecundado con éxito y proseguir
con el posterior desarrollo embrionario (Martinez-Madrid, 2002). A nivel nuclear, se
produce la disolucion de su membrana, asi como la posterior formacion del huso meiético y
la condensacion de la cromatina en cromosomas homologos. A nivel citoplasmatico, tiene
lugar una redistribucion de las mitocondrias y de los granulos corticales, ademés de la
sintesis de nuevas proteinas que seran esenciales en la progresion de la meiosis, la
regulacion de la penetracion espermatica y la descondensacion de la cabeza del

espermatozoide (p. e., el factor de crecimiento del pronicleo masculino; Moor et al., 1990).
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La division meiodtica o meiosis es un tipo de division celular, exclusiva de las células
germinales (oogonias y espermatogonias), que tiene lugar durante la gametogénesis
(oogénesis y espermatogénesis) e implica una sucesion de dos divisiones celulares,
Ilamadas divisiones meioticas | (MI) y 1l (MII). Su objetivo es la reduccién a un numero
haploide de cromosomas y la recombinacion de la informacién genética (Polanski and
Kubiak, 1999). La totalidad de los oocitos primarios inician la Ml de forma sincronica,
justo antes o poco después del nacimiento, partiendo de oocitos con 4 copias de ADN y un
namero 2n de cromosomas para asegurar la obtencion de gametos haploides al final de la
meiosis. Tras la MI se obtienen dos células hijas con 1n cromosomas y 2 copias de ADN,
mientras que el resultado de la MII son dos células con 1n cromosomas y 1 copia de ADN
(Dekel, 1999). En el caso de la hembra, la meiosis solo da lugar a un gameto y ambas
divisiones meioticas son asimétricas, de tal forma que al final de cada una de ellas se
obtiene una célula grande (el oocito secundario, tras la MI; y el 6vulo maduro, durante la
MII, que requiere ser ovulado y fecundado para completar la meiosis), y otra pequefia y
abortiva (los corpusculos polares I y 11, obtenidos tras la Ml y la fecundacion del 6vulo

maduro, respectivamente; Martinez-Madrid, 2002; Galina y Valencia, 2008).

Durante la meiosis, se identifican dos puntos de detencion del ciclo celular. El
primero de ellos tiene lugar en la fase de Diplotene difuso durante la Profase | de la Ml, que
coincide con el periodo alrededor del nacimiento, y el segundo, en la Metafase de la MlI,

coincidente con la ovulacion. La detencidn del ciclo celular en la Ml se prolongara hasta
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momentos antes de la primera ovulacion o, por el contrario, de la atresia folicular (Tsafriri
et al., 1983). La atresia folicular se trata de un proceso degenerativo del foliculo que puede
iniciarse en cualquier estadio de su desarrollo previo al de foliculo preovulatorio. El control
de esta primera detencion del ciclo celular se lleva a cabo mediante la participacion de,
entre otros, el adenosil monofosfato ciclico (AMPc; Schultz, 1991; Mattioli, 1994; Dekel,
1999), la hipoxantina (Dekel, 1999; Stromstedt and Byskov, 1999) y del factor inhibidor de
la maduraciéon o meiosis del oocito (OMI; Dekel, 1999). La finalidad de este sistema de
control es mantener inactivo al factor promotor de la maduracion o de la metafase (MPF),
elemento regulador de la transicién entre la fase de Diplotene difuso durante la Profase | de
la Ml y la Metafase de la MII (Dekel, 1996). EI MPF se compone de una proteinkinasa
(p34°°?) y una ciclina. A través de una cascada de reacciones bioguimicas, el AMPc
previene la defosforilacion de la proteinkinasa p34°®? ayudado por la proteinkinasa A,
manteniendo al MPF en un estado inactivo (Dekel, 1999). La detencidn del ciclo celular en
la MII se prolonga hasta el momento de la fecundacion, cuando la penetracion del
espermatozoide activa al 6vulo maduro para completar la meiosis (Galina y Valencia,

2008).

Al nacimiento, la mayoria de los oocitos primarios se encuentran rodeados por una
capa de células foliculares planas, conocidas como células pregranulosas, constituyendo
los foliculos primordiales, con un didmetro aproximado de 12 um (Franchi et al., 1962).
Estas células pregranulosas también ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el
crecimiento folicular. La colonia de oogonias disminuye a lo largo de la vida fetal y durante

los primeros dias de vida de la hembra, apareciendo los primeros oocitos primarios, dentro
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de los foliculos primordiales, en torno al dia 50 posfecundacion (pfc; figura 3.1.; Bielanska-
Osuchowska, 2006). Los foliculos primordiales tienen una presencia mayoritaria en el
ovario hasta los 100 dias de edad (Oxender et al., 1979), momento a partir del cual
comienza a aumentar la poblacién de foliculos primarios (Casida, 1935; Oxender et al.,
1979; Dyck and Swierstra, 1983; Grieger et al., 1986). EI aumento de la concentracion
plasmatica de la hormona luteinizante (LH) entre los dias 80 y 120 de edad en la cerda
nulipara estimula el desarrollo folicular inicial, siendo responsable del aumento de la
poblacién de foliculos primarios (Camous et al., 1985; Prunier et al., 1993b). Al
nacimiento de la nulipara, y después de un aumento continuo de su poblacion a lo largo de
la vida fetal, existen entre 100.000 y 500.000 oocitos primarios y foliculos primordiales
entre ambos ovarios. Esta poblacion constituye la cantidad definida para el resto de su vida
reproductiva (Erickson, 1966; Black and Erickson, 1968), pero una gran mayoria sufriran
atresia durante la vida de la hembra y sélo un nimero reducido creceran hasta alcanzar el

estadio de foliculo preovulatorio y llegaran a ovular.
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Figura 3.1.: Evolucion de la poblacion de oogonias y oocitos primarios en la cerda
nulipara durante su vida fetal y los primeros dias posteriores al nacimiento (de Black and

Erickson, 1968).

3.3. Foliculogénesis.
De igual importancia que la produccion de gametos femeninos es la formacién y el
crecimiento folicular o foliculogénesis, proceso a lo largo del cual se va a establecer una

comunicacion esencial entre el oocito y el foliculo para el desarrollo de sus competencias.

Al inicio de la foliculogénesis, tanto el oocito primario como el foliculo primordial
van a crecer gracias a una intensa sintesis proteica y al almacenamiento de macromoléculas
(Moor et al., 1990). Este hecho supone la transformacién de foliculo primordial a foliculo
primario, maximo grado de desarrollo folicular presente en el ovario de las nuliparas que no
han alcanzado la pubertad, con un didmetro aproximado de 0.12 mm (Knox, 2005). El
foliculo primario es de tipo preantral y presenta varias capas de células de la granulosa

rodeando al oocito primario (Knox, 2005), que aparecen tras la division de las células
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pregranulosas. Esta transformacion, entendida como una foliculogénesis independiente de
las gonadotropinas, esta bajo el control de una accién hormonal sistémica (Inhibina,
Activina, etc.) y de factores locales de crecimiento y diferenciacion celular (TGFp, GDF-9,
BMP, IGF-I, EGF, TGFa, entre otros) producidos por las células somaticas del ovario
(Hirshfield, 1991), por las células de la teca interna y de la granulosa del propio foliculo y
por el oocito (Picton et al., 1998). Sin embargo, a pesar de ser una fase de desarrollo
folicular independiente de las gonadotropinas, los foliculos primarios ya son sensibles a
ellas en este punto de su desarrollo (Galina y Valencia, 2008). La lamina basal, secretada
por las células de la granulosa, aparece alrededor de las mismas. Asi mismo, las células de
la granulosa participan en la formacién de una cubierta extracelular glicoproteica Ilamada
zona peldcida, que se sitta por debajo de ellas y que rodea la membrana celular del oocito u

oolema (Martinez-Madrid, 2002).

En esta etapa del desarrollo folicular, la aparicién de los procesos citoplasmaticos,
procedentes de las células de la granulosa, establece una comunicacion entre estas células y
el oocito, asi como entre las propias células de la granulosa (Albertini and Anderson, 1974;
Gilula et al., 1978). Este entramado de uniones intercelulares posibilita el intercambio de
moléculas entre el oocito, las células de la granulosa y la circulacién sanguinea, con una
funcién nutritiva y reguladora (Canipari, 1994). En este punto del desarrollo folicular, las
células del estroma ovarico comienzan a organizarse alrededor de la lamina basal,

originando las células precursoras de la teca.

Con el inicio de la pubertad, comienza la foliculogénesis dependiente de las

gonadotropinas. En esta etapa, el crecimiento y desarrollo del foliculo primario prosigue
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gracias a su estimulacion por parte de las gonadotropinas hipofisarias foliculo-estimulante
(FSH) vy luteinizante (LH), asi como del estradiol producido por el propio foliculo en
respuesta a su estimulacion por parte de las gonadotropinas hipofisarias (Galina y Valencia,
2008). El foliculo primario aumenta su volumen y se da una hiperplasia e hipertrofia de las
células de la granulosa, asi como una diferenciacion de las células precursoras de la teca.
Estas ultimas se van a organizar en dos capas celulares concéntricas y vascularizadas: la
teca interna, secretora de hormonas, y la teca externa, con una funcion contractil de la
estructura folicular (Martinez-Madrid, 2002). La suma de estos acontecimientos da lugar al
foliculo secundario, también de tipo preantral, que presenta de 3 a 20 capas de células de la
granulosa y un diametro de 0.14 a 0.40 mm (Figura 3.2.; Sacristan et al., 1996; Knox,

2005).
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Figura 3.2.: Representacion grafica de la estructura ovérica, del desarrollo folicular y de

la formacidn del cuerpo luteo y del cuerpo albicans (Tomado de Sacristan et al., 1996).

Al inicio de esta fase de foliculogénesis dependiente de las gonadotropinas, las

células de la granulosa del foliculo primario adquieren receptores de membrana para la

FSH, los cuales aumentardn en numero durante el crecimiento folicular (Stromstedt and

Byskov, 1999). Sin embargo, estas células todavia no presentan receptores para la LH, los

cuales ya se encuentran presentes en las células de la teca interna (Galina y Valencia,

2008). Durante las ultimas fases de la maduracion folicular, y bajo la accién conjunta de la

FSH y del estradiol, las células de la granulosa comenzaran a expresar receptores para la

LH. La union especifica de la FSH a sus receptores de membrana en las células de la

granulosa provoca la proliferacién de estas células y un aumento en su produccion de
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estradiol (Sacristan et al., 1996). Cuando las células de la granulosa alcanzan un namero
elevado, se produce una rapida expansion del foliculo, dando lugar a la cavidad antral o
antro y a la acumulacion en su interior de liquido folicular (Canipari, 1994). Esta serie de
modificaciones dan lugar al estadio de foliculo terciario, antral, preovulatorio o de Graaf,
foliculo con un didmetro variable entre los 0.4 y 2.2 mm (Motlik et al., 1984; Knox, 2005).
La composicion del liquido folicular incluye tanto sustancias plasmaéticas (proteinas,
enzimas, gonadotropinas hipofisarias, etc.) como sintetizadas en las células de la teca
interna y de la granulosa (hormonas esteroideas, factores peptidicos no esteroideos, etc.).
Como consecuencia de la formacion del antro, las células de la granulosa se desplazan
hacia la pared del foliculo y se diferencian en dos subpoblaciones; por una parte, en las
células de la granulosa que revisten la pared del foliculo y que forman un epitelio
estratificado (10-30 capas) en contacto con la lamina basal, y por otra, en las células del
cumulus oophorus, que forman varias capas concéntricas alrededor del oocito (Canipari,
1994), dando lugar al complejo cumulus-oocito (CCO). La capa de células del cumulus

oophorus mas proxima a la zona peldcida se conoce con el nombre de corona radiata.

3.3.1. Esteroidogénesis folicular.

La sintesis de las hormonas esteroideas foliculares (estrégenos y progesterona)
constituye un proceso de cooperacion entre la actividad endocrina de las células de la teca
interna y de la granulosa, bajo el control sinérgico de la FSH y la LH hipofisarias. Este

hecho permite a los foliculos alcanzar su desarrollo final (Cardenas and Pope, 2002).
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Las hormonas precursoras de la biosintesis de los estrégenos son los androgenos,
los cuales a su vez se sintetizan a partir del colesterol. La transformacion del colesterol en
androstenodiona, previo paso por la sintesis de progesterona, tiene lugar en las células de la
teca interna, tras la union de la LH a sus receptores de membrana. La androstenodiona se
difunde a las células de la granulosa, a traves de la lamina basal, donde es convertida en
estradiol tras la union especifica de la FSH a sus receptores de membrana y el consiguiente
aumento de actividad de la enzima aromatasa (Stromstedt and Byskov, 1999). El estradiol
sintetizado y el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-I), producido por las células
somaticas del ovario y del foliculo en crecimiento, potencian ain mas la actividad de dicha
enzima. Este modelo, que recibe el nombre de dos células-dos gonadotropinas, permite al
foliculo aumentar su capacidad esteroidogénica con la finalidad de producir una mayor
cantidad de estradiol, fundamental para su crecimiento y maduracion final (Sacristan et al.,

1996).

El mecanismo de accion de las gonadotropinas FSH y LH, tras su unién especifica a
sus respectivos receptores de membrana, se produce por mediacion del AMPc. Dicha unién
activa la enzima adenilato ciclasa, que cataliza la conversion del adenosin trifosfato (ATP)
en AMPc. A su vez, el AMPc activa a la proteinkinasa dependiente de AMPc (PKA), la
cual fosforila (activa) una serie de proteinas que estan implicadas tanto en la sintesis de
enzimas esteroidogénicas (p. e., la enzima desmolasa, que actla rompiendo las cadenas
laterales del colesterol, o enzimas hidroxilasas y descarboxilasas; Martinez-Madrid, 2002)
como en el aumento de la actividad de otras enzimas esteroidogénicas (p. e., la enzima

aromatasa; Sacristan et al., 1996). Este conjunto de eventos intracelulares aumenta tanto la
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esteroidogénesis ovarica como la concentracion plasmatica de estradiol, lo que va a
determinar dos acciones fisioldgicas a nivel hipotdlamo-hipofisario. Por un lado, se da una
inhibicidn de la secrecion hipofisaria de FSH, impidiendo el desarrollo de los foliculos de
menor didametro y provocando su atresia (Sacristan et al., 1996); mientras que, por otro
lado, tiene lugar la estimulacion y activacion del centro pulsatil del hipotalamo,
desencadendndose un pico de liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas

(GnRH) que, a nivel hipofisario, estimula la liberacion de la ola preovulatoria de LH.

La biosintesis de progesterona se realiza tanto en las células de la teca interna,
como paso intermedio en la conversion del colesterol a androstenodiona, como en las de la
granulosa, tras el desarrollo de receptores para la LH en su membrana plasmatica durante la
maduracion final del foliculo (Sacristan et al., 1996). Durante el desarrollo folicular, la
progesterona sintetizada en las células de la teca interna y de la granulosa es destinada a la
sintesis de estradiol. Sin embargo, tras la ovulacidn, tanto las células de la granulosa como
las de la teca interna se transforman en células luteas y la progesterona sintetizada en ellas

es secretada a la circulacion plasmética (Hillier, 1981).

3.3.2. Factores peptidicos de origen folicular.

Tras la estimulacion de las células de la granulosa por parte de la FSH, una serie de
factores u hormonas peptidicas no esteroideas se producen en ellas (Inhibina o
Foliculostatina, Activina, Proteina reguladora de foliculos (FRP), entre otras; Sacristan et
al., 1996) y se van a acumular en el liquido folicular (Stromstedt and Byskov, 1999). La
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Inhibina bloquea la secrecion hipofisaria de FSH sin alterar la liberacion de LH,
participando en la seleccion de los foliculos dominantes e impidiendo el desarrollo del resto
de foliculos. La Activina actta estimulando la sintesis y secrecién de FSH en la hipdfisis.
La FRP, secretada por las células de la granulosa de foliculos pequefios y medianos, inhibe
la actividad de la enzima aromatasa, limitando la sintesis y secrecion de estradiol en esos
foliculos y provocando su atresia (Stromstedt and Byskov, 1999). Otros factores peptidicos
foliculares encontrados en el liquido folicular son: el Factor inhibidor de la maduracion o
meiosis del oocito (OMI), secretado por las células de la granulosa de foliculos
primordiales y desarrollados, que participa en la detencion de la Ml en su Profase; y la
Relaxina, sintetizada en el cuerpo luteo de cerdas gestantes y en la placenta de yegua,
oveja, coneja y gata, que ayuda en el control de la contractibilidad uterina y en la dilatacion

del cuello uterino y la vagina antes del parto (Sacristan et al., 1996; Hafez y Hafez, 2000).

3.3.3. Reclutamiento, seleccion y dominancia folicular.

El periodo de crecimiento y desarrollo folicular entre los estadios de foliculo
primordial, latente en el pool de foliculos ovéricos al nacimiento, y de foliculo
preovulatorio, destinado a ovular, engloba 3 fases diferenciadas: el reclutamiento, la
seleccién y la dominancia folicular. Factores de crecimiento y diferenciacion celular (IGF-
I, TGFB, EGF, GDF-9, entre otros), antes de la pubertad, y de tipo hormonal (FSH, LH,
estrdégenos, activina, inhibina), posteriormente en cada ciclo estral, son los encargados de
controlar el desarrollo y crecimiento folicular (Greenwald and Roy, 1994; Richards et al.,
1995). La ovulacion, tras alcanzar su estadio de foliculo preovulatorio y después de un

continuo desarrollo y crecimiento folicular gracias a la estimulacion gonadotrépica; o por el
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contrario, la atresia folicular, en cualquier punto de su desarrollo y crecimiento, hasta
desaparecer de la estructura ovarica, son las dos Unicas alternativas posibles para cada uno
de los foliculos al inicio de su crecimiento y desarrollo (Knox, 2005). Este Gltimo supuesto
constituye el destino mas frecuente para la gran mayoria de la poblacion folicular ovarica
presente al nacimiento, siendo mas habitual entre la poblacion de foliculos primordiales. Es
importante sefialar que no todos los foliculos primordiales presentes al nacimiento en el
ovario iniciaran su desarrollo al mismo tiempo. El balance entre los distintos factores de
crecimiento y diferenciacion celular anteriormente mencionados va a regular la
susceptibilidad de cada foliculo primordial para iniciar su crecimiento o, por el contrario,

degenerar (Eppig, 2001; Braw-Tal, 2002).

Las fases de reclutamiento y seleccién folicular son relativamente cortas, en
comparacion con las anteriores etapas del crecimiento y desarrollo folicular (Picton, 2001).
El periodo de tiempo que transcurre desde que un foliculo primordial inicia su desarrollo y
crecimiento hasta que aparece en él la cavidad antral es de 83 dias, mientras que desde la
formacion del antro hasta que el foliculo alcanza su estadio ovulatorio pasan tan sélo 20
dias (Morbeck et al., 1992). Esta estimacion permitio a Morbeck y cols. (1992) determinar
que la poblacion de la que se reclutan los futuros foliculos ovulatorios, en torno a los dias
14 a 16 del ciclo estral, podria estar constituida por foliculos con un diametro de 3 mm, que

hayan iniciado la formacion de su antro al inicio de ese ciclo.
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El término de reclutamiento folicular ha sido utilizado frecuentemente para hacer
referencia a dos procesos importantes, pero distintos, durante el desarrollo folicular inicial
(Meijs-Roelofs et al., 1990; Rombauts et al., 1998). Para aclarar esta situacion, McGee y
Hsueh (2000) establecieron dos periodos diferentes dentro del reclutamiento folicular: los
reclutamientos foliculares inicial y ciclico. La fase de reclutamiento inicial, previo al inicio
de la pubertad, constituye un continuo reclutamiento de foliculos primordiales “latentes”
para establecer un pool de foliculos iniciando su desarrollo y crecimiento. Este inicio del
crecimiento folicular esta controlado por medio de factores de crecimiento y diferenciacién
celular (TGFB, GDF-9, BMP, IGF-1, EGF, TGFa, entre otros) producidos por las células
somaticas del ovario (Hirshfield, 1991) y del propio foliculo (Picton et al., 1998). Sin
embargo, el foliculo ya es capaz de responder a su estimulacién por parte de la FSH para
iniciar su desarrollo (McGee and Hsueh, 2000). La fase de reclutamiento ciclico, que tiene
lugar con la llegada de la pubertad, estd dominada por el incremento plasmatico de FSH en
cada ciclo estral, el cual modifica la ratio LH:FSH (Guthrie and Bolt, 1990). La finalidad
del reclutamiento ciclico es la de establecer una cohorte de foliculos antrales para que
inicien su desarrollo final. A pesar de la intervencion de la FSH en esta fase, y mas adelante
de la LH para proseguir con el desarrollo folicular final, no existen garantias de una
posterior ovulacion de los foliculos en crecimiento durante esta fase. Los foliculos
primordiales que no participan del reclutamiento inicial van a permanecer en estado
“latente” a la espera de ser reclutados mas adelante, mientras que aquellos reclutados de
forma ciclica que no son seleccionados para continuar con su desarrollo final van a
experimentar una degeneracion atrética. Se ha estimado que el nimero de foliculos
reclutados en cada ciclo estral en la especie porcina supera las 50 unidades (Driancourt,

2001) y que esta fase de reclutamiento ciclico acontece entre los dias 14 y 16 del ciclo
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estral (Clark et al., 1982; Foxcroft and Hunter, 1985) o en las primeras horas posteriores al

destete.

La seleccion folicular hace referencia al proceso por el cual la anterior cohorte
folicular reclutada, que ya ha iniciado su crecimiento y desarrollo durante el reclutamiento
ciclico, comienza su desarrollo final a la vez que se ve reducido el nimero de foliculos
finalmente seleccionados a un numero apropiado y especifico para cada especie animal. Por
lo tanto, el numero final de foliculos que llegan a ovular viene determinado, primero, por el
total de foliculos reclutados y, segundo, por su capacidad para, una vez seleccionados,
seguir creciendo y adquirir el status de foliculo dominante, evitando la atresia (Cardenas
and Pope, 2002). Aproximadamente de un 30 a un 40% de los foliculos previamente
reclutados son seleccionados en esta fase para completar su desarrollo y maduracion final
(Stromstedt and Byskov, 1999; Driancourt, 2001). La seleccion folicular ha sido
tradicionalmente confundida con la anterior fase de reclutamiento ciclico (Scheele and
Schoemaker, 1996; Rombauts et al., 1998). Esta confusion puede ser debida a que,
morfolégicamente, no existen diferencias entre el foliculo seleccionado y otro no
seleccionado de la misma cohorte. El proceso de seleccion folicular implica un continuo
desarrollo y crecimiento del foliculo puntualmente encaminado a alcanzar su estadio
preovulatorio. Sin embargo, el foliculo seleccionado todavia no presenta garantias de llegar
a ovular, a pesar de su proximidad temporal al momento de la ovulacién. La seleccién
folicular viene determinada por la expresion de receptores de membrana para la LH en las
células de la teca interna y de receptores para la FSH en las células de la granulosa (Espey,

1999), y permite establecer la cohorte folicular de la que saldra(n) el/los foliculo(s)
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dominante(s) que llegara(n) a ovular. Englobados dentro de la seleccion folicular, se
encuentran dos procesos encaminados a establecer la cohorte final de foliculos
seleccionados, de donde surgira la figura del foliculo dominante. Por un lado, la FSH
participa en la seleccion positiva de los foliculos previamente reclutados, mientras que
estos mismos foliculos positivamente seleccionados van a intervenir en la seleccion
negativa del resto de foliculos previamente reclutados y que ahora adquieren el status de
subordinados. Los foliculos seleccionados para proseguir con su desarrollo y crecimiento
aumentan su sintesis y secrecion de estrogenos e inhibina, cuya concentracidn plasmatica se
ve incrementada, impidiendo el crecimiento y desarrollo de los foliculos subordinados.
Ambas hormonas van a bloquear la liberacion hipofisaria de FSH (sin alterar la secrecion
hipofisaria de LH), necesaria en este punto del desarrollo folicular para que los foliculos
subordinados prosigan con su crecimiento, el cual se detiene, sobreviniendo la atresia

folicular.

La fase de dominancia folicular se centra en el periodo de desarrollo y crecimiento
final del foliculo antral destinado a ovular y en su papel como regulador de la cuota
ovulatoria final. El foliculo dominante va a continuar su crecimiento y desarrollo en un
ambiente hormonal “hostil” que dificulta el desarrollo del resto de foliculos seleccionados.
Su tamarfio y el alto indice mitético de sus células de la granulosa permiten distinguir a
dicho foliculo del resto de foliculos previamente seleccionados, dentro de la misma cohorte
folicular. Este ambiente hormonal se caracteriza por un descenso paulatino de la
concentracion plasmatica de FSH. La disminucion, hasta su casi completa inhibicion, de la

secrecion hipofisaria de dicha gonadotropina esta asociada al aumento en la produccion de
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estrogenos e inhibina por parte del foliculo dominante, resultando en un descenso de su
concentracion plasmaética. El foliculo dominante se vuelve muy sensible a la FSH y
pequefias concentraciones en sangre de dicha hormona son suficientes para continuar con
su desarrollo. Ademas, el foliculo dominante va a desarrollar receptores para la LH en sus
células de la granulosa, y la unién de dicha hormona a sus receptores de membrana permite
al foliculo dominante cambiar la dependencia de su desarrollo final de la FSH a la LH. Este
cambio de dependencia hormonal también permite al foliculo dominante estimular ain mas
su produccion de estrogenos e inhibina (Zeleznik and Benyo, 1994; Xu et al., 1995). Los
estrégenos y la inhibina van a suprimir la liberacion hipofisaria de FSH, sin alterar la
secrecion de LH, bloqueando por completo el crecimiento del resto de foliculos no
dominantes. Igualmente, el foliculo dominante va a sintetizar y secretar mayores cantidades
de IGF-I, gracias a la accion de la FSH (Adashi, 1995), y de otros factores paracrinos y
autocrinos (GDF-9, TGFpB, TGFa, BMP, entre otros). Estos factores de crecimiento y
diferenciacion celular son ya detectables en el liquido folicular de foliculos dominantes,
junto con la FSH vy el estradiol, y potencian un aumento de su vascularizacién folicular y su
mejor respuesta a la escasa concentracién plasmatica de FSH. Esta mejor respuesta del
foliculo dominante a la FSH y el aumento de su sintesis estrogénica se traduce en una
mayor expresion de receptores de membrana para la FSH y la LH en sus células de la
granulosa. Dicho aumento del numero de receptores FSH y LH, y la union de las
gonadotropinas hipofisarias a ellos, incrementa ain méas la sintesis y secrecion de
estrogenos y estimula el crecimiento folicular final. Finalmente, y ante un nivel plasmatico
critico de estradiol, se estimula el centro pulsatil hipotalamico que desencadena la
liberacion de un pico preovulatorio de GnRH, el cual provoca la liberacion de la ola

preovulatoria hipofisaria de LH y la posterior ovulacién folicular.
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3.4. Ovulacion.

La ola preovulatoria de LH, inducida por el aumento de estradiol plasmatico
producido por los foliculos preovulatorios, desencadena finalmente la ovulacion
(Stromstedt and Byskov, 1999). La alta concentracion de gonadotropinas hipofisarias en el
liquido folicular, especialmente de LH, estimula la luteinizacion de las células de la pared
de los foliculos ovulados. Este hecho supone un cambio en el patron de sintesis de las
hormonas esteroideas en las células de la granulosa y de la teca interna, transformandose de
productoras de estrogenos a productoras de progesterona (Espey, 1999), que sera la
principal hormona producida por el cuerpo luteo tras la ovulacion (Geisert, 1999). En este

momento, el oocito primario se prepara para la reanudacion de la meiosis y su maduracion.

Si bien anteriormente mencionabamos la actuacion del AMPc en el mantenimiento
del bloqueo de la M, su reanudacion viene precedida por un aumento de la concentracién
intrafolicular de AMPc. Dicho aumento, previo al momento de la ovulacion, viene
estimulado por la union de la LH a sus receptores de membrana en las células de la
granulosa. El oocito primario, detenido en fase de Diplotene en la Profase | de la Ml, no es
capaz de producir AMPCc en los niveles necesarios para mantener su parada meiética, por lo
que requiere de los niveles basales de AMPc producidos en las células de la granulosa del
foliculo para dicho fin. Este AMPc es transferido de manera continua al oocito a través de
los procesos citoplasmaticos (Schultz, 1991; Martinez-Madrid, 2002). Con el desarrollo de
receptores para la LH en las células de la granulosa, los foliculos preovulatorios responden

a la ola preovulatoria de LH produciendo grandes cantidades de AMPc (Martinez-Madrid,
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2002). Las elevadas concentraciones de AMPc en los foliculos dominantes median en la
accion de la LH sobre la Conexina 43, una proteina que forma parte de los procesos
citoplasmaticos del foliculo. Mediante reacciones de fosforilacién/defosforilacion, se
producen cambios en la conformacion de dicha proteina que inducen una inmediata
reduccion de las comunicaciones intercelulares en dichos foliculos. Este bloqueo de los
procesos citoplasmaticos disminuye la cooperacion metabolica entre las células de la
granulosa y el oocito (Gilula et al., 1978; Schultz, 1991). Este fenémeno, conocido como
expansion o mucificacion del camulus (Eppig, 1979), se produce 16 horas después de la ola
preovulatoria de LH. Bajo dichas condiciones, el flujo de AMPc desde las células de la
granulosa hacia el oocito desciende por debajo del umbral requerido para inhibir la
activacion del factor promotor de la maduracion o de la metafase (MPF) y el oocito reanuda

la meiosis (Dekel, 1999).

En la especie porcina, existe una cierta variabilidad en cuanto al inicio de la
ovulacion (Flowers and Esbenshade, 1993). Si bien es aceptado ampliamente que la
ovulacion suele tener lugar entre 30 y 40 horas después del inicio del periodo de celo,
tomando la ola preovulatoria de LH como hora O del ciclo estral (Geisert, 1999), segln
otros autores (Du Mesnil Du Buisson et al., 1970), el comienzo de la ovulacion es posterior
(38-42 h). En cuanto a la duracion de la ovulacion, esta suele transcurrir en un periodo de 1
a 3 horas. Los foliculos preovulatorios tienen un tamafio de 7 a 11 mm de diametro vy,
momentos antes de la ovulacion, sus tensas paredes se vuelven pendulantes y flacidas como
consecuencia de una disminucién de la presion intrafolicular. En este momento, los CCO se
desligan de la pared folicular (Hunter, 1967; Hunter, 1988). EI nUmero de oocitos liberados

durante la ovulacion es variable, oscilando entre 10 y 24 (Geisert, 1999; Knox, 2005), y se
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encuentran detenidos en la metafase de la MII. Las células de la pared folicular que
permanecen en el foliculo ya ovulado se colapsan hacia la cavidad antral, la cual se llena de
sangre, constituyendo el cuerpo hemorréagico, el cual se transformara en el cuerpo luteo,
constituido por células de la teca interna y de la granulosa hipertrofiadas y luteinizadas. La
involucion del cuerpo ldteo, si no hay fecundacion o la gestacion no llega a término, deja

tras de si una cicatriz fibrosa que recibe el nombre de corpus albicans.

3.5. Hormonas hipotalamicas, hipofisarias y esteroideas foliculares en la cerda

nulipara.

3.5.1. Perfil hormonal antes de la pubertad.

En la cerda nulipara, la LH es una hormona clave en el control del desarrollo
ovarico y folicular, e influye en la edad de aparicion de la pubertad (Evans and O'Doherty,
2001). Al nacimiento, la concentracion plasmatica de LH comienza a disminuir hasta
alcanzar niveles basales en torno al primer mes de vida. Posteriormente, se produce un
continuo incremento de su concentracion en sangre hasta, aproximadamente, los 4 meses de
edad debido al inicio de la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-ovarico. Este inicio de la
actividad fisiologica hipotalamo-hipofisaria es el reflejo del grado de madurez alcanzado en
la cerda nulipara e, inicialmente, se traduce en un aumento de la secrecion ténica de GnRH
por parte del centro tdnico hipotalamico que, en la hipofisis, estimula un aumento
progresivo de la secrecion de LH. Alrededor de los 100 dias de edad, y debido al
establecimiento del sistema de retroalimentacion negativa que ejercen los estrogenos
ovaricos sobre la unidad hipotalamo-hipofisaria (Christenson et al., 1985), se observa un

nuevo descenso en el nivel plasmatico de LH hasta niveles basales. Dicha concentracion
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plasmatica basal de LH se va a prolongar hasta, aproximadamente, los 180 dias de edad
(Colenbrander et al., 1977; Pelletier et al., 1981; Diekman et al., 1983; Camous et al.,
1985; figura 3.3.). A partir de dicha edad y hasta la aparicion de la pubertad, la
concentracion plasmatica de LH aumenta progresivamente debido a un incremento en su
frecuencia pulsatil de secrecion (Pelletier et al., 1981; Prunier et al., 1993a), incremento
asociado con el desarrollo y la maduracion final de los foliculos (Beltranena et al., 1993) y

su mayor sintesis y secrecion de estrégenos.

La concentracion plasmatica de FSH se mantiene en niveles elevados desde el
nacimiento de la nulipara y hasta los 70-125 dias de edad. El posterior descenso continuo
de su concentracion plasmatica hasta alcanzar su nivel basal, observado en el momento
previo al inicio de la pubertad (Diekman et al., 1983; Camous et al., 1985; Prunier et al.,
1993a), se debe a la retroalimentacion negativa que el estradiol ejerce sobre la unidad

hipotalamo-hipofisaria (Prunier and Louveau, 1997).

La concentracion plasmatica de estradiol se encuentra en niveles basales durante la
mayor parte del periodo previo al establecimiento de la pubertad (Esbenshade et al., 1982).
A pesar de ello, se trata de un nivel suficiente como para inhibir la liberacion de GnRH, LH
y FSH a nivel hipotalamo-hipofisario debido a la gran sensibilidad que presenta dicha
unidad en este momento de su desarrollo a la presencia de minimas cantidades de estradiol
en sangre, permitiendo Unicamente secreciones tonicas de dichas hormonas (Lutz et al.,

1984; Camous et al., 1985). El nivel de estradiol en sangre va a experimentar un
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incremento en los dias previos al inicio de la pubertad hasta alcanzar su maxima
concentracion plasmatica durante el proestro del primer ciclo estral, de 1 a 3 dias antes del
inicio de la pubertad (Sacristan et al., 1996). Este incremento se debe al desarrollo y
maduracion final de los foliculos preovulatorios, que provoca un aumento de la sintesis y
secrecion folicular de estradiol, el cual va a estimular positivamente a la unidad
hipotdlamo-hipofisaria debido a un descenso en su sensibilidad al estradiol. Este hecho
induce la liberacion de un pico preovulatorio de GnRH por parte del centro pulsatil
hipotaldmico que, a nivel hipofisario, provoca la liberacion de la ola preovulatoria de LH,
que estimula la primera ovulacion. En torno al primer dia después de alcanzarse la
pubertad, dichos niveles estrogénicos regresan a valores basales. La concentracion
plasmatica de progesterona solo aumenta una vez alcanzada la pubertad y tras la formacion

de los primeros cuerpos luteos (Esbenshade et al., 1982; Prunier et al., 1993b).
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Figura 3.3.: Cambios en las concentraciones plasmaticas medias de los estrogenos y la LH

durante la maduracion sexual de la nulipara (de Evans and O Doherty, 2001).
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3.5.2. Regulacion de la secrecion endogena gonadotrdpica: Teoria

gonadostatica.

La pubertad es la etapa del desarrollo en la que el individuo adquiere la capacidad
de liberar gametos viables y, por lo tanto, de reproducirse. Se trata de un proceso dinamico,
gradual y progresivo que engloba a una serie de cambios somaticos y fisiologicos que, en
conjunto, permiten soportar la funcion reproductiva (Galina y Valencia, 2008). Pubertad no
es sinénimo de madurez sexual, ya que el organismo que ha alcanzado la pubertad continta
su crecimiento y desarrollo hasta expresar su maximo potencial reproductivo. Para alcanzar
la pubertad, el organismo necesita de unos estandares minimos de peso, espesor de grasa
dorsal y composicion corporal, asi como de un cierto grado de madurez fisiologica que
active el control hormonal sobre los sistemas neuroendocrino y reproductor. Este control
hormonal es fundamental en la regulacion de la sintesis y secrecion de las hormonas
hipofisarias e hipotalamicas (GnRH, FSH, LH, entre otras) y de los estr6genos ovaricos,

que determinen la aparicion del primer celo y la subsiguiente ovulacion.

La sintesis y secrecion de las gonadotropinas hipofisarias FSH y LH esté regulada
por medio de la hormona liberadora de gonadotropinas o0 GnRH, cuya sintesis y secrecion
tiene lugar en las células neurosecretoras del hipotdlamo, ubicadas en sus centros tonico y
pulsatil. Anatomicamente, el centro pulsatil se compone de tres nicleos: el nucleo
preoptico, el area hipotalamica anterior y el ndcleo supraquiasmatico; mientras que el

centro tonico consta solo de dos nucleos, el ventromedial y el arqueado (Sacristan et al.,
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1996). Los axones de las células neurosecretoras de ambos centros hipotalamicos se
extienden a través del tallo hipofisario donde, junto con una red de capilares fenestrados,
conforman un sistema de circulacién que recibe el nombre de sistema portal hipotalamo-
hipofisario (Galina y Valencia, 2008). Este sistema de circulacién portal permite a la GhnRH
actuar inmediata y directamente sobre las células hipofisarias que sintetizan y secretan FSH
y LH. La unidad hipotalamo-hipofisaria o gonadostato se encuentra anatdOmicamente
desarrollada en el momento del nacimiento, aunque todavia es inmadura. Sin embargo, el
hipotdlamo ya contiene GnRH vy la hipofisis es capaz de liberar las gonadotropinas FSH y
LH en respuesta a su estimulacion tras la administracion de GnRH exdgena (Chakraborty et

al., 1973; Foxcroft et al., 1975; Pressing et al., 1992).

Las células neurosecretoras del centro ténico hipotaldmico son las responsables de
la secrecion basal de GnRH, liberando pequefios pulsos de secrecion durante periodos
prolongados de tiempo. Estos pulsos, de baja frecuencia y alta amplitud, constituyen la
liberacion tonica de GnRH, la cual es observada a lo largo de los cuatro primeros meses de
vida en la cerda, durante el periodo prepuber, y a lo largo de todo el ciclo estral, una vez
alcanzada la pubertad. EI centro pulsatil del hipotdlamo es el responsable de la liberacion
del pico preovulatorio de GnRH, constituido por pulsos de alta frecuencia y baja amplitud,
que Unicamente tiene lugar justo antes de alcanzarse la pubertad y al final de cada ciclo
estral. A partir del cuarto mes de vida, durante el periodo preplber, el centro ténico
hipotaldmico presenta una alta sensibilidad a pequefias concentraciones plasmaticas de
estrdgenos. Este nivel basal estrogénico en sangre durante el periodo prepuber se debe al

inicio del crecimiento y desarrollo de los foliculos primordiales y es suficiente para
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establecer un sistema de retroalimentacion negativa sobre el centro ténico hipotalamico,
inhibiendo su secrecion tonica de GnRH e impidiendo la estimulacion de la secrecion
hipofisaria de las gonadotropinas FSH y LH. Durante el periodo inmediatamente anterior al
establecimiento de la pubertad, la hipdtesis predominante sobre su inicio, que recibe el
nombre de Teoria Gonadostatica o del gonadostato, reza una disminucion progresiva de
la excesiva sensibilidad del centro tonico hipotaldmico a los estrogenos ovaricos. Esta
nueva situacion provoca el establecimiento de un patron de secrecion hipotalamo-
hipofisaria (GnRH, FSH y LH) que estimula un mayor desarrollo folicular y, como
consecuencia, un incremento en la concentracién plasmatica de estradiol (Galina y
Valencia, 2008). La desaparicion del sistema de retroalimentacion negativa que los
estrdgenos ejercen sobre la liberacién de GnRH permite un incremento de su secrecion
hipotaldmica por parte de las células neurosecretoras del centro ténico. Este aumento de la
secrecion ténica de GnRH incrementa a su vez la secrecion de LH hipofisaria (Pelletier et
al., 1981; Prunier et al., 1993a) en condiciones de una creciente concentracién plasmatica
de estradiol (Lutz et al., 1984; Camous et al., 1985). Segun se aproxima la pubertad, la
capacidad del centro pulsatil hipotalamico de emitir un pico de GnRH aumenta y, ante una
concentracion periférica de estrégenos en sangre en un nivel suficiente, es el centro pulsatil
del hipotalamo el cual se ve estimulado. Su estimulacion libera un pico preovulatorio de
GnRH que induce a la hipofisis a la liberacion de la primera ola preovulatoria de LH,

causante de la primera ovulacién y del inicio de la pubertad.

La Teoria Gonadostatica, apoyada por numerosos estudios (Pelletier et al., 1981;

Berardinelli et al., 1984; Lutz et al., 1984; Camous et al., 1985; Prunier et al., 1993a),
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aboga por un inicio de la pubertad condicionado por la sensibilidad diferencial del
hipotdlamo a la retroalimentacion negativa de los esteroides gonadales, sefialando al patron
de secrecion hipotalamico de GnRH como el principal factor limitante. Sin embargo, existe
otra teoria, que recibe el nombre de Teoria de la maduracién central, desarrollada por
autores que no han podido demostrar esa reduccion en la sensibilidad del sistema
hipotdlamo-hipofisario a la retroalimentacion negativa del estradiol previa al inicio de la
pubertad (Elsaesser et al., 1991). Esta nueva teoria reza la existencia de un bloqueo
especifico del hipotdlamo y de su secrecion de GnRH por parte del Sistema Nervioso
Central, a través de la monitorizacion neuroendocrina de diversos factores internos
(metabdlicos) y del medio ambiente (Davidson, 1974; Gorski, 1974; Levasseur, 1977).
Igualmente sefiala a la maduracion de diferentes sistemas neuronales (opioides, acido
gamma-aminobutirico (GABA), glutamato, norepinefrina, dopamina y neuropéptido Y,
entre otros), y su interaccion entre si y con el hipotadlamo, como el principal artifice de la
aparicion de la pubertad. Esta maduracién neuronal difiere en el tiempo entre las distintas
especies y puede tanto inhibir como estimular la secrecién de GnRH en los animales que
todavia no han alcanzado la pubertad. Dicha teoria también le atribuye un papel
fundamental al desarrollo hipotalamico y establece que el momento en el que la inhibicion
prepuberal del generador de pulsos de GnRH es eliminada, aun siendo independiente de la
secrecion estrogenica gonadal, puede que esté eventualmente sujeta a la accion moduladora

de los esteroides (Galina y Valencia, 2008).

En algunas especies, como la rata o el primate, la primera ola preovulatoria de LH y

el inicio de la pubertad parecen tener lugar como resultado de la estimulacién positiva del
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hipotdlamo via activacion de un componente de accion central como son las neuronas
GnRH (Ojeda, 1991). Estas neuronas estan consideradas como las mejores candidatas para
transmitir la informacion metabolica a los distintos elementos del eje hipotalamo-hipoéfisis-
ovarico. Cambios o alteraciones en las reservas energéticas producen fluctuaciones a corto
y largo plazo tanto de las sefiales hormonales (leptina, insulina, IGF-1, grelina) como de las
nutricionales (glucosa, lipidos), que retroalimentan principalmente al sistema nervioso
central para regular el metabolismo vy la fertilidad. Se ha observado como situaciones de
estrés metabolico (p. e., una desnutricion cronica) alteran la sintesis de mRNA que codifica

para la hormona GnRH y sus patrones de secrecion (Roa, 2013).

3.5.3. Perfil hormonal y dinamica folicular después de la pubertad.

En la cerda nulipara ciclica, las secreciones basal y preovulatoria de GnRH
liberadas por los centros hipotalamicos tonico y pulsatil, respectivamente, se encuentran
reguladas por los niveles plasmaticos de progesterona y estradiol a lo largo del ciclo estral
(Sacristan et al., 1996). Durante la fase luteal del mismo, dominada por altos niveles de
progesterona en sangre y su efecto inhibitorio sobre ambos centros hipotaldmicos, la
secrecion basal de GnRH acontece cada 4-8 h (Senger, 2003). En esta fase del ciclo estral,
el nivel y la frecuencia de secrecién de GnRH son insuficientes para estimular la liberacion
hipofisaria de la cantidad necesaria de LH que estimule el desarrollo folicular final, estadio
necesario para liberar cantidades preovulatorias de estrogenos foliculares a la sangre. En
consecuencia, no es posible la ovulacion durante la fase luteal del ciclo estral. Por el

contrario, el descenso a niveles basales de la concentracion plasmatica de progesterona en
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la fase folicular temprana, desapareciendo su efecto inhibitorio sobre el hipotalamo,
permite un aumento de la frecuencia de liberacién de GnRH por parte del centro tdnico
hipotalamico (1.5-2 h). La accion de la GnRH a nivel hipofisario incrementa la frecuencia
de secrecion episddica de FSH y LH y, en consecuencia, aumenta la secrecion estrogénica
de los foliculos debido a un mayor desarrollo folicular. Durante la fase folicular tardia, y
con una concentracion plasmatica de estradiol suficiente como para estimular al centro
pulsatil hipotalamico, tiene lugar el pico preovulatorio de GnRH, conducente a la liberacion

de la ola preovulatoria de LH y la posterior ovulacion.

Tanto en la cerda, la vaca como en la oveja, la secrecion pulsatil de LH cambia de
un modo de baja frecuencia y alta amplitud, durante la fase luteal, a otro de alta frecuencia
y baja amplitud, durante la fase folicular (Clarke, 1989), aumentando su concentracion
plasmatica. Este cambio en su patron de secrecion se debe al aumento de la secrecion
hipotaldmica de GnRH durante la fase folicular, tras el descenso del nivel plasmatico de
progesterona y la desaparicion de su inhibicion sobre el hipotdlamo (Clarke et al., 1987). A
medida que avanza la fase folicular, también varia la amplitud de los pulsos de secrecion
hipofisaria de LH (Clarke, 1989). En la cerda, el crecimiento de los foliculos ovéricos, y el
consiguiente aumento progresivo de la concentracion plasmatica de estradiol, induce un
primer efecto inhibitorio a corto plazo de la secrecion de LH durante la fase folicular tardia
del ciclo estral (Prunier et al., 1987; Clarke, 1989). Posteriormente, se da una respuesta de
retroalimentacion positiva a los estrégenos, aumentando la liberacion hipofisaria de LH y
su concentracion plasmatica (Britt et al., 1991). Durante las primeras 50-60 h después del

aumento preovulatorio de estradiol en sangre, éste inhibe o reduce en gran medida la
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liberacion de GnRH para, a continuacién, provocar su liberacion masiva que estimula la ola
preovulatoria de LH. Tras dicha ola preovulatoria, que acontece de 8 a 15 h después del
pico estrogénico previo al inicio del celo, el nivel plasméatico de LH alcanza una
concentracion de 4-6 ng/mL (Sacristan et al., 1996; Noakes et al., 2009), proporcional a la
cantidad de GnRH previamente secretada, y supone el maximo nivel en sangre de LH
durante el ciclo estral. Durante el resto del ciclo estral, los valores plasmaticos de LH

permanecen en niveles basales.

La concentracidn plasmatica de progesterona se sitla en niveles basales (< 1 ng/mL)
en el dia 0 del ciclo estral, coincidiendo con la ola preovulatoria de LH dentro del periodo
de celo. Entre los dias 3 y 4 del ciclo, y debido a la formacion de los cuerpos luteos, su
concentracion plasmatica experimenta un aumento brusco hasta alcanzar su valor maximo
(30-35 ng/mL) entre los dias 8 y 12 del ciclo estral (Sacristan et al., 1996). Siempre y
cuando no se mantenga la gestacion, y debido a la accion de la Prostaglandina F», (PGF,,),
tendra lugar la luteolisis o regresion de los cuerpos luteos, entre los dias 12 a 18 del ciclo.
La luteolisis provoca una disminucion del nivel plasmatico de progesterona de forma
precipitada, para permanecer en niveles basales durante el resto de la fase folicular. La
concentracion plasmatica de PGF,, aumenta desde el inicio del ciclo estral, alcanzando
valores maximos entre los dias 12 a 16 del mismo, para después regresar a niveles basales
una vez concluida la luteolisis. En la fase folicular del ciclo estral, el nivel de estr6genos en
sangre se eleva hasta alcanzar valores maximos de entre 10-30 y hasta 60-90 pg/mL
(Sacristan et al., 1996), entre las 48 y 24 h anteriores al inicio del periodo de celo. Dicho

aumento del nivel estrogénico en sangre coincide con el crecimiento y la maduracion final
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de los foliculos preovulatorios. Los foliculos ovaricos secretan estradiol durante todo el
ciclo estral pero, durante la fase luteal, su nivel plasmatico desciende hasta cotas basales
debido al efecto de retroalimentacion negativa que la progesterona ejerce sobre el
hipotdlamo. La progesterona, durante la fase luteal, limita la liberacion hipofisaria de LH y,
por ende, queda limitado tanto el crecimiento final de los foliculos como su secrecion
estrogenica. Concluida la luteolisis, y tras la seleccion folicular de los futuros foliculos
ovulatorios, el nivel de estradiol en sangre periférica experimenta un aumento progresivo
hasta desencadenar la liberacion de las olas preovulatorias de GnRH y LH, teniendo lugar

la subsiguiente ovulacion.

En la cerda, los cambios en la concentracion de esteroides en el liquido folicular
indican dos olas de crecimiento folicular; la primera, asociada al reclutamiento folicular
ciclico, y una segunda, debido a la seleccién folicular y al desarrollo final de los foliculos
dominantes (Guthrie and Cooper, 1996). Sin embargo, estas olas no se desarrollan en la
misma medida que en el ganado vacuno debido a la supresion de la secrecion hipofisaria de
LH por parte de la progesterona. En el foliculo ovarico de la cerda, el receptor de LH
aparece en las células de la granulosa en una etapa relativamente inmadura del desarrollo
folicular (= 4 mm de diametro; Liu et al., 1998; 2000), mientras que, en la vaca, dichos
receptores no aparecen en las células de la granulosa hasta que los foliculos alcanzan un
diametro de 9 a 10 mm (Xu et al., 1995; Lucy, 2007). Esta situacion explica por qué en la
vaca se suceden varias ondas de crecimiento folicular a lo largo de la fase luteal del ciclo
estral, con la aparicién de foliculos dominantes en todas ellas, mientras que los foliculos en

la cerda no crecen mas alla de los 4 mm en presencia de altos niveles de progesterona en
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sangre (Driancourt, 2001). La primera ola de crecimiento folicular acontece entre los dias 2
y 8 del ciclo estral y tiene que ver con el reclutamiento ciclico de una parte de la poblacién
folicular, gracias al aumento del nivel plasmatico de FSH entre los dias 2 y 3 del ciclo. En
dicha ola folicular, y entre los dias 5 y 7 del ciclo estral, también se observa una cierta
incidencia de atresia folicular dentro de las poblaciones foliculares, previamente reclutadas,
de pequefio (1-2 mm) y mediano (3-4 mm) diametro. La segunda ola de crecimiento
folicular, entre los dias 15 y 21 del ciclo estral, consiste en la seleccion y el crecimiento
final de los futuros foliculos ovulatorios, gracias a un aumento de la esteroidogénesis
folicular. Este aumento de la esteroidogénesis esta asociado a la aparicion de receptores de
LH en las células de la granulosa de los foliculos dominantes, momento en el que el
crecimiento folicular final cambia su dependencia de la FSH a la LH. Del mismo modo, en
esta segunda ola de crecimiento folicular también se detecta la atresia del resto de los
foliculos no seleccionados para terminar su desarrollo y crecimiento durante la fase
folicular del ciclo. Esta atresia se debe a un descenso de la concentracion plasmatica de
FSH hasta su nivel basal, consecuencia de la retroalimentacién negativa ejercida por el
estradiol y la inhibina secretados por los foliculos seleccionados para iniciar su desarrollo y
crecimiento final (Guthrie et al., 1995). El patron de crecimiento folicular en la cerda
ciclica entre los dias 8 y 15 del ciclo estral, coincidente con las etapas media y final de la
fase luteal, se caracteriza por un continuo crecimiento de los foliculos reclutados (asociado
a los niveles basales de FSH en esta fase del ciclo estral) y por la atresia de los foliculos
ovaricos no reclutados (Guthrie and Cooper, 1996). A partir del dia 2 o 3 del ciclo estral,
tiene lugar un descenso de la concentracion plasmatica de FSH a niveles basales (5-7
ng/mL; Guthrie and Bolt, 1990; Sacristan et al., 1996; Knox et al., 2003), permaneciendo

en dichos niveles hasta el siguiente pico preovulatorio de LH. Finalizado el pico
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preovulatorio de LH, se da un aumento transitorio de la concentraciéon en sangre de FSH
hasta alcanzar su concentracion maxima (8-10 ng/mL) entre los dias 2 y 3 del ciclo estral
(liberacion periovulatoria de FSH; Sacristan et al., 1996). Esta secrecion hipofisaria
periovulatoria de FSH permite llevar a cabo un nuevo reclutamiento ciclico folicular,
reponiéndose las poblaciones de foliculos pequefios y medianos (Guthrie et al., 1995;

Guthrie, 2005).

3.6. Factores que influyen sobre el inicio de la pubertad en la nulipara.

Entre los factores que afectan al establecimiento de la pubertad, tanto intrinsecos a

la nulipara como de manejo reproductivo, consideramos los siguientes:

3.6.1. Edad, peso vivo e indice de crecimiento.

Debido a la estrecha relacion existente entre estos tres factores, el efecto de cada
uno de ellos sobre el inicio de la pubertad no se puede estudiar por separado. Si bien la
edad cronoldgica de la nulipara ha sido considerada como el mejor indicador para
determinar el inicio de su pubertad, tanto este indicador como su peso vivo (Prunier et al.,
1987; Newton and Mahan, 1992) no se muestran como indices fiables (Rozeboom et al.,
1995; Sacristan et al., 1996). Un minimo de edad y peso vivo son necesarios para que la
nulipara pueda iniciar su periodo puber. La pubertad en la nulipara suele acontecer entre los
200 y los 220 dias de edad (Duncan and Lodge, 1960; Anderson and Melampy, 1972;

Dyck, 1988; Eliasson et al., 1991; Evans and O"Doherty, 2001), aunque se ha registrado
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una gran variedad de edades al inicio de la misma, comprendidas en un amplio rango entre
los 100 (Aherne et al., 1976) y los 350 dias de edad (Brooks and Smith, 1980). Segun
varios autores (Hughes and Cole, 1975; Young et al., 1990), un peso minimo de 75 kg es
necesario para que se pueda alcanzar la pubertad, encontrandose, de nuevo, un amplio
registro de pesos al inicio de la misma, comprendidos entre los 55 (Aherne et al., 1976) y

los més de 120 kg (Hughes and Cole, 1975).

En lo referente al indice de crecimiento y su efecto sobre la edad de inicio de la
pubertad en la nulipara, son varios los autores que lo han calificado de minimo (Gossett and
Sorensen, 1959; Sorensen et al., 1961; Goode et al., 1965; Sacristan et al., 1996). Este
minimo efecto viene dado por las interrelaciones genéticas positivas existentes entre la edad
a la pubertad y la ganancia media diaria de peso vivo en la nulipara (Reutzel and Sumption,
1968), lo que explica que existan variaciones en la edad de la nulipara al inicio de la
pubertad entre animales del mismo genotipo, debido a variaciones en su indice de

crecimiento.

3.6.2. Composicion corporal y genotipos modernos.

La composicion corporal viene definida, en general, por los pardmetros de peso
magro, grasa corporal y de su ratio peso magro:grasa corporal, siendo necesarios niveles
minimos de dichos pardmetros para que se dé la pubertad en la nulipara (Cunningham et
al., 1974; den Hartog and van Kempen, 1980; Kirkwood and Aherne, 1985). Desde los

afios 70, el consumidor viene demandando una carne de cerdo mas magra, lo que supuso
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llevar a cabo una seleccion genética con el fin de disminuir el espesor de grasa dorsal y
aumentar el indice de crecimiento magro corporal en los animales seleccionados (Gaughan
et al., 1997). Esta seleccion ha elevado la ratio peso magro:grasa corporal, a la vez que ha
arrastrado una reduccién de la ingesta voluntaria en los animales seleccionados (Webb,
1989), condicionando el peso vivo de la nulipara al inicio de la pubertad, retrasando su
edad a la pubertad (Beltranena et al., 1991) y afectando a su rendimiento reproductivo
(Eliasson et al., 1991; Rydhmer et al., 1994; Kerr and Cameron, 1995). Ante esta situacion
de indices de crecimiento extremos y una mayor deposicion de tejido magro, se presentan
nuliparas con un periodo de celo méas corto y un menor enrojecimiento e hinchazon vulvar

durante el mismo (Rydhmer et al., 1994).

Los indices de deposicion grasa y proteica condicionan la madurez fisioldgica y el
desarrollo reproductivo de la nulipara (Edwards, 1998), sugiriéndolos como determinantes
mas importantes para el alcance de la pubertad que la propia edad, el peso o, incluso, la
exposicion al macho (Gaughan et al., 1997). Durante la seleccion genética de las razas
porcinas, y para evitar retrasos en el inicio de la pubertad, se vuelve imprescindible
establecer un equilibrio entre el indice de crecimiento magro y el nivel minimo de espesor
graso dorsal (Kerr and Cameron, 1997). Niveles minimos de 6 y 13 mm de espesor graso
dorsal son necesarios para alcanzar la pubertad (Beltranena et al., 1993) y para llevar a

cabo el primer servicio de IA en nuliparas (Yang et al., 1989), respectivamente.

81



3.6.3. Factores genéticos raciales.

El genotipo ejerce una incuestionable influencia sobre la edad de aparicion de la
pubertad en la nulipara, aunque dicho efecto puede verse enmascarado por los factores
medioambientales (Sacristdn et al., 1996). Se han detectado diferencias raciales
significativas para la edad al inicio de la pubertad en la nulipara entre las distintas razas
existentes, destacando a las razas Landrace, Large White y Hampshire con un primer estro
antes que otras como las razas Duroc y Yorkshire (Self et al., 1955; Etienne and Legault,
1974; Christenson and Ford, 1979). Ademas, dentro de una misma raza puede darse cierta
variabilidad en la edad a la pubertad entre sus distintas lineas genéticas y segun el régimen

de manejo llevado a cabo en el experimento (Tabla 1).

Los efectos de la heterosis sobre el inicio de la pubertad han sido repetidamente
demostrados, destacando como las razas porcinas hibridas producen nuliparas que alcanzan
antes la pubertad, con respecto a las hembras de razas puras (Bidanel et al., 1996), debido

al efecto dominante heterocigético para este caracter.
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Tabla 1: Edad media (x desviacién estandar) al inicio de la pubertad de diferentes razas

porcinas (de Evans and O Doherty, 2001).

Raza Edad media global (d)  Edad media + DE (d) Referencia bibliogréfica
Duroc 235 195+17 Haines et al., 1959
224420 Christenson and Ford, 1979
259+25 Bryan and Hagen, 1991
263 Goode et al., 1965
Hampshire 207 207428 Christenson and Ford, 1979
Large White 205 173+13 Gaughan et al., 1997
200+20 Allrich et al., 1985
206+21 Sterning et al., 1998
208+20 Rydhmer et al., 1994
21121 Christenson and Ford, 1979
211+20 Eliasson et al., 1991
215+49 Bidanel et al., 1996
215 Kerr and Cameron, 1997
Landrace 185 173+25 Christenson and Ford, 1979
185+20 Allrich et al., 1985
198+35 Bidanel et al., 1996
Meishan 97 81+9 Legault and Caritez, 1983
94+15 Pickard and Ashworth, 1995
115+20 Hunter et al., 1993

3.6.4. Nutricion.

En la mayoria de las especies domésticas, el inicio de la pubertad esta intimamente
ligado a la obtencion de un peso y grasa corporales minimos (Frisch, 1984). Por lo tanto, la
nutricion durante el periodo prepuber de la nulipara es un factor determinante sobre su
funcién reproductiva, tanto a corto como a largo plazo (Aherne and Kirkwood, 1985).

Restricciones severas en la ingesta alimentaria (principalmente en el aporte proteico) y
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energética disminuyen el peso corporal al inicio de la pubertad, retrasando el inicio de la
misma y reduciendo los indices ovulatorios en el primer celo (den Hartog and van Kempen,
1980; den Hartog and Noordewier, 1984; Le Cozler et al., 1999a). Por el contrario,
restricciones moderadas (10-25% respecto a una alimentacion ad libitum) en nuliparas
durante el periodo prepuber (van Lunen and Aherne, 1987; Dziuk, 1991; Prunier, 1991) han
demostrado no afectar al desarrollo reproductivo inicial de la nulipara (Klindt et al., 1999;
Le Cozler et al., 1999b), aunque si disminuyen su indice de retencion dentro del nucleo
reproductivo de la granja. Carencias nutricionales y cambios en la condicion corporal antes
de la pubertad afectan de forma negativa a la secrecion gonadotropica hipofisaria, y en
especial a la liberacion de LH, provocando una reduccion del tamarfio folicular previo a la
primera ovulacion, disminuyendo la produccion estrogénica folicular y limitando, por ende,

la posterior liberacion preovulatoria de LH.

Sefiales metabolicas de origen periférico, como la insulina, el IGF-1y la leptina, se
han postulado como nexo de union entre el estado metabdlico del animal y su eje
hipotalamo-hipofisis-ovarico (Galina y Valencia, 2008), influyendo sobre la edad de inicio
de la pubertad. Estas sefiales metabdlicas indican al sistema nervioso central el grado de
desarrollo somatico alcanzado por el individuo (Booth, 1990; Cox, 1997; Cosgrove, 1998).
Un aumento en la concentracion plasmatica circulante de insulina e IGF-I, gracias a un
balance energético positivo, estimula la proliferacion y esteroidogénesis de las células de la
granulosa y de la teca interna, el reclutamiento folicular y, por tanto, el inicio de la pubertad
en la nulipara (Galina y Valencia, 2008). La leptina, hormona secretada por las células

grasas del tejido adiposo blanco, a pesar de que no supone una sefial para desencadenar el
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inicio de la pubertad, si permite el inicio de la misma (Barb and Kraeling, 2004). Varios
estudios han determinado la importancia de dicha hormona sobre la edad de inicio de la
pubertad en la cerda nulipara (Barash et al., 1996; Qian et al., 1999), en ratones hembra
(Ahima et al., 1997) y en novillas (Garcia et al., 2002), destacando que segun se acerca el
inicio de la pubertad, y ante un estado metabolico positivo, aumenta su concentracion
circulante hasta alcanzar un nivel estimulatorio que activa al eje hipotdlamo-hipofisis-
ovarico. Esta situacion, junto con el descenso de la sensibilidad a los estrégenos del centro

tonico hipotaldamico, permite el establecimiento de la pubertad.

Segun diversos autores (Larsson et al., 1966; Friend, 1973), el suplemento en la
dieta de lisina y metionina es Util para reducir la edad al inicio de la pubertad, mientras que
severas restricciones de Vitamina A (Hughes, 1934), B;, (Johnsen et al., 1952) y

Manganeso (Plumlee et al., 1956) pueden retrasar el desarrollo sexual en la nulipara.

3.6.5. Factores ambientales.

3.6.5.1. Estacion del afo.

A pesar de que la cerda doméstica no tiene una estacion reproductiva especifica, si
deriva en sus origenes de un animal con un periodo reproductivo estacional y es, por tanto,
posible esperar diferencias en la fertilidad y en la edad al inicio de la pubertad segun la
estacion del afio de nacimiento de la nulipara (Paterson et al., 1989; Hughes et al., 1990;

Sacristan et al., 1996). Mientras unos autores sugieren que las cerdas nacidas en otofio e
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invierno alcanzan antes la pubertad con respecto a las nacidas en primavera 0 verano
(Mavrogenis and Robison, 1976), otros indican lo contrario (Scanlon and Krishnamurthy,
1974) o no observan diferencias estacionales al respecto (Christenson and Ford, 1979). En
la temporada estival, el estrés por calor supone un condicionante que afecta de forma muy
negativa al inicio de la pubertad (Flowers et al., 1989; Flowers and Day, 1990; Paterson et

al., 1991).

3.6.5.2. Calidad del aire.

La calidad del aire es otro de los factores ambientales que influye sobre la edad de
aparicion de la pubertad en la nulipara, habiéndose demostrado como una pobre calidad del
mismo es capaz de retrasar dicha edad. Experimentos de Malayer y cols. (1987) y de
Zimmerman y cols. (1988) ya asociaron la exposicion a concentraciones de gas amonio en
el aire iguales o superiores a 20 ppm, entre las semanas 10 y 40 de edad, con una menor
proporcion de nuliparas alcanzando la pubertad en torno a la semana 26 de edad. Dichos
autores sugieren controlar el nivel de dicho gas en el aire por debajo de las 5-10 ppm,
durante el periodo prepuber, para evitar un retraso en el inicio de la pubertad. Los
mecanismos por los cuales una pobre calidad del aire retrasa el inicio de la pubertad en la
nulipara se han asociado a la presencia de gases olorosos en el ambiente, del tipo gas
amonio, y su capacidad para disminuir la habilidad de la nulipara a la hora de percibir las

sefiales olfativas procedentes del verraco (Curtis, 1972).
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3.6.5.3. Fotoperiodo y temperatura ambiental.

El fotoperiodo y la temperatura del ambiente en el que se encuentran las nuliparas
en desarrollo son dos factores ambientales muy influyentes en la aparicion de la pubertad.
Sin embargo, hoy en dia la capacidad para regular de forma automatica ambos pardmetros
en las granjas hace que su efecto se vea reducido al minimo. En las especies con
reproduccion estacional, la secrecion de melatonina juega un papel muy importante en la
reproduccion, elevandose durante los periodos de oscuridad y disminuyendo durante las
horas de luz. Sin embargo, este patron de secrecion puede variar de acuerdo a la intensidad
de la luz y a la edad del animal (Green et al., 1999). En la especie porcina, debido a que la
melatonina no muestra un claro ritmo circadiano (Paterson et al., 1992; Bubenik et al.,
2000), su patron de secrecién es menos evidente (McConnell and Ellendorff, 1987;
Paterson et al., 1992). El incremento de las horas de luz diarias (= 14 horas de luz/dia)
puede adelantar el inicio de la pubertad en la nulipara (Hacker et al., 1976; Hacker et al.,
1979; Ntunde et al., 1979) debido a un descenso en la sintesis y secrecion de melatonina
por parte de la glandula pineal, eliminando el efecto inhibidor de dicha hormona sobre la

sintesis y secrecion de las gonadotropinas hipofisarias.

Por otro lado, varios autores han constatado la influencia negativa que ejercen las
altas temperaturas sobre varios aspectos relativos a la reproduccion en la especie porcina y,
en concreto, sobre la edad de inicio de la pubertad (Schmidt and Bretschneider, 1954; Love,
1978; Stickney et al., 1978), sugiriendo que temperaturas ambientales moderadamente

bajas pueden facilitar la aparicion temprana de la pubertad en la nulipara.
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3.6.6. El estrés.

En la especie porcina, como en las distintas especies de roedores (entre otras),
factores estresantes como el hacinamiento, el transporte o el efecto macho pueden tanto
estimular como inhibir el inicio de la pubertad en la nulipara, siendo esta respuesta
dependiente del tipo y nivel de “estrés” aplicado (Sacristan et al., 1996). Pearce y Hughes
(1987) sugirieron al cortisol como el mediador fisioldgico entre la situacion de estrés y la
aparicion o no de la pubertad. Un aumento moderado de la concentracion circulante de
cortisol en la nulipara puede estimular el inicio de la pubertad (Kingsbury and Rawlings,
1993; Turner et al., 1998), en asociacion con el descenso de la sensibilidad a los estrogenos
por parte del centro tonico hipotdlamico, aumentando la liberacién hipofisaria de LH
(Pearce et al., 1988). Sin embargo, una masiva liberacion de corticoesteroides a la
circulacién sanguinea, ante una situacion de estrés excesivo, puede bloquear la actividad
ovarica a través de una disminucién de la capacidad de respuesta de la hipéfisis a la GnRH

hipotalamica (Galina y Valencia, 2008).

El efecto hembra-hembra se trata de uno de los factores de estrés mas comunes en
una explotacion porcina. Este efecto, en relacion con la densidad de poblacion por metro
cuadrado y el grado de hacinamiento, supone un estimulo para el inicio de una pubertad
precoz (Mavrogenis and Robison, 1976). Dicho estimulo viene dado por la propia presencia
de otras cerdas en su entorno mas cercano y se ve potenciado ante la existencia de hembras

ciclicas o en celo en el grupo. La superpoblacién (< 1 m? por nulipara) disminuye el
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porcentaje de nuliparas que alcanzan la pubertad (Cronin et al., 1983; Christenson, 1986) y
estd asociada a retrasos en su crecimiento (Pearce and Paterson, 1993), recomendandose
una densidad de poblacién superior a los 2 0 3 m? por nulipara (Hemsworth et al., 1986).
Mientras que la superpoblacién se muestra como un factor que controla el inicio de la
pubertad, el tamafio de los grupos de nuliparas también aparece como una variable a
considerar. Nuliparas alojadas en grupos pequefios (de 3 o menos animales/grupo) alcanzan
la pubertad méas tarde que aquellas alojadas en grupos mayores (de 9 o mas hembras),

siempre y cuando se mantenga una adecuada densidad de poblacién (Christenson, 1986).

El transporte de las nuliparas previo al inicio de su estimulacién y primer contacto
con el verraco, factor conocido como “estrés del transporte”, también ejerce una influencia
decisiva adelantando el momento de aparicion de la pubertad (Paredis, 1961; Signoret,
1970), aungue en si mismo puede no ser un estimulo suficiente. A pesar de que el estrés del
transporte puede potenciar el efecto macho del verraco, la pubertad no se vera adelantada si
la nulipara no se encuentra préxima a su edad de inicio de la pubertad en el momento de
iniciarse la exposicién al verraco (Signoret, 1972; Hughes et al., 1997). El efecto positivo
que presenta el estrés del transporte puede potenciarse con otros factores de estrés, tales

como la mezcla y recolocacion de las nuliparas en la granja de destino.

Pero sin lugar a dudas, el factor estresante por excelencia mas utilizado para
estimular el inicio de la pubertad en la nulipara es la exposicion al verraco (Kirkwood et al.,

1981).
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3.6.6.1. Exposicidon al verraco: “efecto macho”.

La exposicion de las nuliparas al verraco por contacto fisico directo es la practica
mas comun para la estimulacion precoz de su pubertad; si bien, para el mantenimiento de la
actividad ovarica ciclica en la nulipara y para la deteccion del celo posdestete en primiparas
y multiparas es suficiente con la exposicién al verraco a través de una valla de separacion.
Sefiales tanto visuales, tactiles (contacto fisico directo macho-hembra) como auditivas
(gruiidos del verraco) se encuentran en relacion con la estimulacion de la pubertad en la
nulipara, pero es la estimulacién olfativa por parte de las feromonas del verraco la que
juega un papel fundamental en dicho proceso (Hughes et al., 1990; Pearce and Paterson,
1992). En 1963, Wilson y Bossert clasificaron las feromonas del macho en dos grupos, las
feromonas comunicadoras o desencadenantes, con una reducida vida media pero de
efecto inmediato, que producen una respuesta en el comportamiento de la hembra; y las
feromonas cebadoras, con una mayor vida media y un efecto mas lento, que producen un
cambio fisioldgico en la actividad reproductora de la misma. Kirkwood y Hughes (1980)
determinaron que las feromonas cebadoras del verraco, que estimulan la pubertad en la
nulipara, se encuentran en su saliva. Estas feromonas, producidas por la glandula salival
submaxilar, son el 3a-androstenol, como componente activo principal y mayoritario, la 16-

androstona y la Sa-androstenona.

Para garantizar la eficacia de la exposicion al verraco es importante tener en cuenta

ciertos aspectos, como la edad de la nulipara y del verraco al inicio de la exposicion o la
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duracion y el lugar de exposicion al verraco, entre otros (Kirkwood and Thacker 1992;
Hughes, 1997). La edad de la nulipara al inicio de la exposicién puede tratarse de uno de
los principales factores determinante de la eficacia de la exposicién al verraco como
estimulo para el inicio de la pubertad (Hughes et al., 1990). Nuliparas muy jovenes (90-120
dias de edad) o relativamente adultas (> 250 dias) presentan una respuesta minima y
limitada a la exposicion al verraco, e incluso se puede ver retrasado el inicio de su pubertad
(Hughes and Cole, 1976; Doroshkov, 1974). Nuliparas expuestas por primera vez al
verraco entre los 150 y los 170 dias de edad son las que presentan un desarrollo precoz de
la pubertad, con un intervalo primera exposicion al macho-pubertad y una edad a la
pubertad minimizados, asi como una mejor sincronizacion del primer celo (Brooks and
Cole, 1970; Hughes and Cole, 1976). La exposicion al verraco a una edad adecuada permite
alcanzar la pubertad de 7 a 20 dias después del inicio de la exposicion (Hughes et al.,
1990). Otros autores, por el contrario, indicaron que la respuesta de la nulipara a la
exposicion al verraco es mayor a un peso Vvivo establecido que a una edad cronolégica dada
(Hughes and Cole, 1976). Una vez alcanzada la pubertad, y para mantener la actividad
ovarica ciclica, se recomienda continuar diariamente con la exposicion al verraco, con el fin
de evitar la aparicién de celos irregulares o una parada temporal de la actividad ovarica.
Igual de importante resulta el aislamiento completo de las nuliparas respecto de los
verracos durante su desarrollo previo al inicio de la exposicion, con el fin de eliminar
cualquier estimulo visual, tactil, olfativo y/o acustico proveniente del verraco, obteniendo
una mejor estimulacion al iniciarse la exposicion. En cuanto al verraco, y debido a que la
glandula salival submaxilar no se desarrolla completamente hasta que el animal alcanza los

9 0 10 meses de edad, no se recomienda el uso de verracos de menor edad para estimular la
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pubertad en nuliparas, recambiando al macho por otros con mayor libido si las hembras no

responden al estimulo de su presencia (Hughes, 1994).

La duracion del contacto fisico directo entre la nulipara y el verraco no debe ser
inferior a los 15-30 minutos diarios, realizdndose, al menos, dos exposiciones al dia
(Hughes et al., 1997) en un espacio lo suficientemente amplio (> 1.5 m? por nulipara) que
permita una exposicién lo méas eficaz posible y por igual para todas las nuliparas del corral
(Caton et al., 1986; Hughes et al., 1990). La recomendacidn es introducir a las nuliparas en
el corral de los verracos y no al revés. En caso contrario, la introduccion y retirada del
verraco del corral de las hembras es mas efectivo que el mantenimiento de una constante
exposicion al verraco a través de una valla de separacion (Caton et al., 1986), evitando que
las nuliparas se acostumbren a los estimulos del macho y, de este modo, eliminar futuros

problemas en la deteccion de celos.

3.7. Induccion hormonal de la pubertad en cerdas nuliparas con

gonadotropinas exdgenas.

La exposicion al verraco, llevada a cabo de forma correcta y adecuada, es un
método eficaz para inducir una pubertad temprana en la nulipara. Sin embargo, cuando no
constituye un estimulo suficiente, el tratamiento con gonadotropinas exégenas se muestra
como el méas apropiado para dicho fin (Kirkwood, 1999; 2008). Una de las combinaciones
gonadotrépicas méas empleada es la preparacion comercial PG600®, formulacion inyectable

compuesta por 400 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) y 200 Ul de
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Gonadotropina Corionica Humana (hCG). Este tratamiento hormonal presenta el mismo
mecanismo de accion que el de las gonadotropinas enddgenas FSH y LH durante la fase
folicular del ciclo estral, proporcionando una actividad tipo FSH (eCG) y LH (eCG +
hCG). En yeguas, la eCG presenta unicamente actividad tipo LH. Las gonadotropinas
exogenas, tras unirse a los receptores para la FSH y la LH en las células de la granulosa y
de la teca interna, van a estimular el desarrollo y crecimiento final de los foliculos ovaricos
destinados a ovular, aumentando su secrecion estrogénica. Tras el descenso de la
sensibilidad a los estrogenos por parte del centro tonico hipotalamico, y cuando su
concentracion plasmatica alcanza un nivel critico, los estrogenos van a estimular al centro
pulsatil del hipotalamo para liberar un pico preovulatorio de GnRH, hormona que induce la

liberacion de la ola preovulatoria de LH hipofisaria, desencadenando la primera ovulacion.

En 1935, Casida demostrd por primera vez el efecto de las gonadotropinas exdgenas
PMSG (Gonadotropina Sérica de Yegua Gestante; actualmente conocida como eCG) y
hCG como inductoras de la pubertad en cerdas nuliparas. Desde entonces, muchos autores
y estudios han utilizado la PMSG o0 eCG y la hCG en intentos por estimular la aparicion
precoz de la pubertad en la nulipara. En la década de los 60 y 70, varios estudios aportaron
datos sobre porcentajes de celo y ovulacion en nuliparas tratadas con una inyeccion de
PMSG (entre 250 y 2000 UI) seguida de otra inyeccién de hCG (500 Ul), separadas ambas
entre 48 y 96 h, para inducir su pubertad. Utilizando nuliparas de entre 100 y 340 dias de
edad y un peso de entre 45 y 170 kg, se indujo la ovulaciéon de un 60 a un 100% de las
nuliparas tratadas, con porcentajes de respuesta de celo variables entre el 0 y el 75% (Baker

and Coggins, 1966; Dziuk and Gehlbach, 1966; Phillipo, 1968; Dziuk and Dhindsa, 1969;
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Shaw et al., 1971; Segal and Baker, 1973; Rampacek et al., 1976; Guthrie, 1977). Dichos
autores establecieron un indice ovulatorio de entre 6 y 46 6vulos maduros, indicando una
relacion positiva entre dicho indice y la dosis administrada de PMSG. De igual modo, estos
autores citan que, ante una dosis similar de PMSG, las variaciones encontradas para los
indices de ovulacion se debieron a otros factores, como los ambientales, las propias
preparaciones hormonales y las diferencias fisioldgicas entre las nuliparas en estudio, pero

no tanto a la edad de las mismas.

A partir de los 70, se empieza a estudiar el uso de la administracién conjunta de
eCG y hCG, siendo la combinacion mas utilizada la formulacion de 400 Ul de eCG y 200
Ul de hCG, con la atencidn centrada en la induccion de la pubertad en nuliparas de entre
150 y 180 dias de edad. En dichos estudios (Shaw et al., 1971; Schilling and Cerne, 1972;
Ellicott et al., 1973; Breeuwsma, 1974; Guthrie, 1977; Schlegel et al., 1978; Paterson and
Lindsay, 1981), se utilizaron nuliparas de entre 130 y 250 dias de edad y un peso de entre
50 y 100 kg, obteniéndose unos porcentajes de respuesta de celo y ovulacién de entre el 80
y el 100% de las nuliparas tratadas hormonalmente y nimeros muy variables entre estudios
para el total de 6vulos maduros (de 4 a 25). En cuanto a los indices de fertilidad y tamafios
de camada de dichos experimentos, los resultados fueron muy variables, con valores
observados entre el 20 y el 80% y entre 6 y 10 lechones nacidos vivos por camada. Esta
variabilidad fue asociada, segun los autores, a una regresion prematura de los cuerpos

luteos, afectando en mayor medida en los casos con peores porcentajes y numeros.
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Una observacion comun destacada por varios de los autores previos (Schilling and
Cerne, 1972; Schlegel et al., 1978; Paterson and Lindsay, 1981), tras inducir la pubertad
con gonadotropinas exogenas, fue la presencia de una actividad ovarica muy variable e
irregular en su ciclicidad y, en ocasiones, con la detencion de la misma. En dichos
experimentos se obtuvieron porcentajes de repeticion de celo a los 21 dias de entre el 40 y
el 95% de las nuliparas inducidas hormonalmente. En un intento por dar respuesta, desde
un punto de vista endocrino, al fallo en el mantenimiento de la actividad ovaérica ciclica,
Paterson y Martin (1981) estudiaron los patrones hormonales de estradiol y progesterona,
durante la fase luteal posterior a la primera fase folicular inducida y hasta el momento
esperado de aparicion del segundo celo, en nuliparas de unos 160 dias de edad inducidas a
la pubertad con gonadotropinas exdgenas. Ambos autores observaron que dichos patrones,
durante la fase folicular inducida y la siguiente fase luteal del primer celo inducido, eran
similares a aquellos registrados en cerdas ciclicas (Guthrie et al., 1972; Henricks et al.,
1972), demostrando que los ovarios de las nuliparas a dicha edad presentan patrones de
secrecion normales de estradiol y progesterona en respuesta a la administracion de 400 Ul
de eCG + 200 Ul de hCG para inducir su pubertad. Sin embargo, siguiendo a la fase luteal
del primer celo, determinaron tres tipos diferentes de actividad ovarica, cada una con un
patrén hormonal tipico asociado. Observaron (1) nuliparas cuyos ovarios eran capaces de
secretar una nueva ola de estradiol, detectandose el celo y la ovulacion subsiguientes; (2)
nuliparas cuyos ovarios no respondieron con un aumento de la secrecion folicular
estrogenica en el momento esperado de aparicion del segundo celo, imposibilitando toda
deteccion de celo e impidiendo la posterior ovulacion; y (3) un ultimo grupo de nuliparas
que, aun aumentando la secrecion de estrégenos y exhibiendo un comportamiento de celo,

no llegaron a ovular. En este ultimo caso, la produccion de estrégenos pudo no ser
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suficiente como para desencadenar la ola preovulatoria de LH o la cantidad de LH liberada,

en respuesta a la GnRH, no fue la suficiente como para desencadenar la ovulacion.

Ante esta detencidn o falta de ciclicidad en la actividad ovérica de la nulipara, tras
la induccidn de su pubertad con gonadotropinas exdgenas, Kirkwood (1999) recomienda la
inseminacién en el primer celo inducido para cumplir con el objetivo semanal de
inseminaciones de la explotacion. Igualmente sefiala una esperada depresion en el indice de
partos y el tamafio de camada al primer parto (Kirkwood et al., 2000), sin afectar al futuro
rendimiento reproductivo de la nulipara (Kirkwood, 2008). La inseminacién en el segundo
o tercero celo, tras la induccion hormonal de la pubertad, se ofrece como una alternativa
para aumentar el potencial tamafio de camada al primer parto en la nulipara debido bien a
un aumento del indice ovulatorio, tras el inicio de la exposicion al verraco (van Wettere et
al., 2006), o bien a un aumento del nimero de embriones viables posinseminacion, tras el

uso de la PG600® para inducir la pubertad (Bartlett et al., 2009).

La etiologia de la falta de respuesta estral y ovulatoria al tratamiento con
gonadotropinas exdgenas para la induccion de la pubertad, dentro de una poblacion dada de
nuliparas, todavia es desconocida. A pesar de ello, los resultados de Manjarin y cols.
(2009a) arrojan luz sobre dos aspectos importantes en relacion a la eficacia de la PG600®
para inducir la pubertad en cerdas nuliparas. Por un lado, indican que se requiere de una
poblacion folicular inicial, en el momento de la induccion hormonal de la pubertad, con un

tamafio minimo de 3 mm de diametro que pueda responder al estimulo hormonal externo y
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completar su desarrollo final. Y por otro lado, descartan al componente hCG de la
preparacion comercial como el responsable de la falta de respuesta estral y ovulatoria, ante
una posible ovulacion prematura o luteinizacion de los foliculos ovaricos, induciendo un
incremento precoz de la produccion y concentracion plasmatica de progesterona que
suprima el comportamiento estral de los animales y reduzca los porcentajes de ovulacion.
Estos autores, de hecho, indican necesaria la presencia del componente hCG de la PG600®
para el desarrollo folicular final, por su actividad tipo LH; asi como detectan una mayor
incidencia de celos relacionada con un mayor peso de las nuliparas (i. e., 90-110 kg) en el
momento del tratamiento gonadotropico. De cualquier forma, resulta evidente que la cerda
nulipara no puede alcanzar la pubertad de forma satisfactoria, ni puede establecer una
actividad ovarica ciclica estable, tras alcanzar la pubertad y antes de la primera
inseminacidn, hasta que su eje hipotalamo-hipofisis-ovarico sea lo suficientemente maduro,
en términos fisioldgicos, y pueda responder a los estimulos gonadotrépicos endégenos y/o

exogenos.
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Capitulo 4. Objetivos
Chapter 4. Objectives
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En dicho contexto, el presente trabajo plantea los siguientes objetivos:

Objetivo general
Mejorar el rendimiento reproductivo de la cerda mediante la identificacion de las
nuliparas con el mayor potencial fértil y la implantacion de nuevas estrategias de manejo de

la reproduccion que mejoren la fertilidad a largo plazo.

Obijetivos especificos

1. Determinar si la induccion temprana de la pubertad en la cerda nulipara, en
respuesta a la exposicion al verraco o a la administracion de PG600®, esta asociada

con una mejora de la fertilidad al primer parto.

2. Establecer si un periodo de lactacion prolongado (i.e., de 5 semanas) en cerdas
primiparas, junto con la administracion de PG600® al destete para inducir y

sincronizar el celo posdestete, puede mejorar la fertilidad al segundo parto.

3. Determinar si una respuesta de celo temprana o tardia al tratamiento con PG600® o
a la exposicion al verraco en nuliparas, para la induccion de su pubertad, afecta a la

fertilidad a largo plazo de la cerda y a su longevidad.

4. Establecer la relacion existente entre la resistencia eléctrica del moco vaginal y el
momento de la ovulacion, en cerdas destetadas con diferente nimero de parto y en

distintas estaciones del afio.
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In this context, the present Ph.D. dissertation proposes the following objectives:

Overall objective
To improve sow reproductive performance by identifying gilts with the greatest
fertile potential, and the implantation of new reproductive management strategies that

enhance long-term fertility.

Specific objectives

1. To determine whether an early puberty induction in the gilt, in response to boar
exposure or to the administration of PG600®, is associated with an improved

fertility at first parity.

2. To establish if an extended lactation (i.e., 5 weeks) in primiparous sows, together
with the administration of PG600® at weaning to induce and synchronize the post-

weaning estrus, can improve fertility at their second parity.

3. To determine whether an early or late estrus response to PG600® treatment or to
boar exposure for puberty induction in gilts impacts long-term sow fertility and

longevity.

4. To establish the relationship between the electrical resistance of the vaginal mucus
and time of ovulation in weaned sows with different parity number and in different

Seasons.
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The aim of this study was to determine the association between the estrus response
of prepubertal gilts to gonadotrophin injection or boar exposure and their subsequent
farrowing rate and litter size. At 154 d of age, randomly selected prepubertal gilts received
an intramuscular injection of 400 IU equine chorionic gonadotrophin plus 200 1U human

0®%; n = 181). From the remaining pool of animals not

chorionic gonadotrophin (PG60
treated with hormones, the first gilts showing signs of estrus were selected to act as
Controls (n = 201). Boar exposure began at 155 d of age for both groups and gilts were
bred at a weight of approximately 130 kg. Comparisons were made between PG600°®-
treated gilts exhibiting estrus or not within 7 d post injection (early and late-responders,
respectively) and Control gilts exhibiting estrus or not within 30 d after beginning of boar
exposure (select and non-select Control gilts, respectively). By 162 d, estrus was detected
in 67.5% of PGB600®-treated gilts compared to 5.7% of Control gilts (P < 0.0001). The
proportion of animals observed in estrus at least 3 times before breeding was greater for
select Control gilts compared to early and late responder PG600®-treated gilts (P < 0.001).
There were no significant differences in farrowing rate and litter size between the four
treatment groups. These data indicate that PG600® is an effective tool to induce an earlier
estrus in gilts, that subsequent farrowing rate and born alive litter size compares favorably

to that of select gilts, and that gilts failing to respond promptly to hormonal stimulation do

not exhibit compromised fertility.

1 PG600®, Merck Animal Health, NJ, USA.
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1. Introduction

The ability to meet weekly breeding targets requires a predictable supply of service-
ready gilts (i.e., gilts in estrus when required), which is most easily achieved by having gilts
show an early puberty and subsequently maintain a predictable cyclic status.
Gonadotrophin treatment, such as injection of a combination of 400 IU equine chorionic
gonadotrophin plus 200 IU human chorionic gonadotrophin (PG600®), is effective for the
induction of a fertile estrus in prepubertal gilts (Kirkwood 1999). Label recommendations
are to treat gilts of at least 85 kg live weight and 165 days of age. Further, it is known that
the estrus response to PG600® improves as gilts become older and heavier (Britt et al.
1989). When PG600® is injected into prepubertal gilts, experience has shown that up to
30% of the gilts do not show behavioral estrus within 10 d (Kirkwood 1999; Manjarin et al.
2009a,b) and, based on blood progesterone levels 10 to 14 d after treatment, about 65%
(Manjarin et al. 2009a) to almost 100% (Tilton et al. 1995) of gilts ovulate. In addition to
unpredictable responses, another concern with the use of hormones to induce puberty is the
belief that in any population there are animals which are relatively less fertile and, using
normal husbandry practices, these animals may be culled before they enter the breeding
herd. However, these less fertile gilts may be included in the herd if hormones are used.
There are few studies that compare performance of gilts that were hormone-treated but bred
at a later estrus versus untreated gilts bred at similar ages (Kirkwood et al. 2000) and we are
aware of no data concerning the fertility of gilts that fail to respond promptly to

gonadotrophins but are retained in the herd.
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It has been suggested that gilts that naturally achieve an early puberty may be
relatively more fertile (Nelson et al. 1990; Holder et al. 1995) with the corollary being that
late developing gilts will be less fertile. Indeed, it has been clearly documented using intra-
herd comparisons in large population data surveys that gilts that were older at initial
breeding were culled sooner with life-time production of fewer pigs (Schukken et al. 1994;
Culbertson and Mabry 1995; Le Cozler et al. 1998). Each indicated no adverse effect of
mating young gilts but consistently demonstrated an adverse effect of mating older gilts.
Further, Patterson et al. (2010) defined select gilts as those achieving puberty by 30 d after
the start of boar exposure and compared the performance of select and non-select gilts.
These latter authors documented poorer performance of non-select gilts. Clearly,
identifying gilts with the best potential performance is a priority for the pork industry. The
objective of the present trial was to compare measures of fertility for gilts that were
hormone-treated and did or did not respond promptly to treatment with non-treated select
and non-select gilts chosen from the same population. Our hypothesis is that a faster
response to hormonal stimulation implies an increased physiological age at a given

chronological age and will be associated with improved fertility.
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2. Material and methods
2.1. Animals and treatments

This study employed 382 prepubertal gilts (PIC 1050) housed on a commercial
facility in Illinois, USA. Gilts were housed in a gilt developer unit (GDU) in groups of 50
to 60 in fully-slatted pens allowing 0.93 m? per gilt. From each of 5 monthly pools of
approximately 300 gilts each, approximately 40 gilts were randomly selected at 154 d of
age to receive an intramuscular injection of 400 IU equine chorionic gonadotrophin plus
200 1U human chorionic gonadotrophin (PG600®; n = 181). In the last monthly pool only
20 gilts were chosen for the PG600® treatment. In each of the monthly pools from which
the PG600®-treated animals were chosen, approximately 40 Control gilts were also
selected. Control gilts were chosen from the roughly 260 remaining gilts in the monthly
pools on the basis of being first to achieve puberty (Control; n = 201). Starting at 155 d of
age, all gilts were subjected to full contact with 2 or 3 mature boars for 20 to 30 min daily
to stimulate onset of puberty and facilitate detection of their first estrus. Boars were walked
through the pen of 50 to 60 gilts and were closely supervised, and then placed in an
adjacent pen to provide fence-line contact for an additional 4 hours. Experienced herdsmen
judged estrus status based on the gilts reaction to the boar, including: alertness and interest
in the boar and demonstrating the characteristic “saw-horse” stance of a gilt in heat.
Gonadotrophin-treated gilts exhibiting estrus <7 d or > 7 d after injection were classified as
early or late-responders, respectively. Control gilts exhibiting estrus < 30 d or > 30 d after
start of boar exposure were classified as select or non-select Control gilts, respectively
(Patterson et al. 2010). After observation of the first estrus, gilts were moved into automatic

feeding system training pens, within the GDU, where full-contact boar exposure continued
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in order to detect second estrus. Following first estrus, gilts were trained for 4 to 5 weeks to
pass through the feeding system, and then transferred to the breeding/gestation barn, where
they were allocated individually into breeding stalls with fence-line boar exposure. Gilts
were artificially inseminated at a weight of approximately 130 kg, independently of total
number of observed estruses (2 to 5), with 3 x 10° sperm in 80 mL extender (Androstar®
Plus®) at heat detection, and again at 12 and 24 h after estrus detection, depending on
whether standing reflex persisted in the presence of the boar. The routine procedure on the
farm was to estimate the weight of gilts with a girth tape to determine if they were heavy

enough to meet the minimum weight criteria (i.e., 130 kg) but the animals in this trial were

also weighed at first breeding and their actual weight was recorded.

In the GDU, gilts were fed ad libitum a corn-soybean meal diet formulated to
contain 14.0 MJ ME/kg, 12.3% crude protein (CP) and 0.61% lysine. In the
breeding/gestation barn, gilts were fed a corn-soybean meal diet formulated to contain
13.62 MJ ME/Kkg, 14.9% CP and 0.53% lysine. Water was available at all times. Data
recorded were the initial and breeding ages, weight and backfat depth, number of observed
estruses, mating outcome (farrowed or returned) and subsequent litter size (total born and

born alive).

2.2. Statistical analysis

Differences with regard to the proportion of gilts with > 3 estrous periods at first
breeding and proportion farrowing were assessed by logistic regression analysis using a
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generalized linear mixed model (PROC GLIMMIX) in SAS 9.2. (SAS Institute Inc., Cary,
NC). Treatment was included as a fixed effect, block and season as random effects and gilt
initial weight as covariate. Differences for age, weight and backfat depth at gilt selection
and first breeding, and level of significance of litter size (total born), were analyzed by a
one-way ANOVA using a linear mixed model in SAS 9.2. (PROC MIXED), with the same
fixed and random effects, and covariate used in the previous analysis. Normality of the
residuals and presence of outliers were assessed by PROC UNIVARIATE (SAS 9.2.) using
the Shapiro-Wilk test, Q-Q-plot and externally studentized residuals. When necessary, data
were power transformed by a parameter A whose optimal value was estimated using the
maximum likelihood (ML) method (Piepho 2009). Preplanned mean comparisons of main
effects were performed by orthogonal contrasts in SAS. Pair-wise comparisons between
least square means were analyzed by Student’s t-tests. Data are presented as probabilities

and least square means * SE. Significant effects were considered at P < 0.05.

3. Results

Two gilts injected with PG600® failed to show estrus, and two other PG600°®-treated
animals were culled due to poor body condition and lameness. The proportion of gilts
observed in estrus within 7 d post-treatment was higher for PG600®-treated gilts compared
to Control gilts (67.5 + 4.3% vs. 5.7 £ 1.9%, respectively; P < 0.0001), whereas at 30 d
post-treatment, a higher proportion of Control gilts compared to PG600®-treated gilts had
been observed in estrus (84.7 + 3% vs. 75.7 £ 3.7%, respectively; P = 0.08). Early

responding PG600®-treated and select Control gilts were younger at first breeding
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compared to their late-responder and non-select counterparts, with the early responder
PG600®-treated gilts being the youngest (P < 0.001) (Table 1). Gilts that were early
responders to PG600® treatment were heavier at breeding than select Controls (P < 0.001).
Late responder PG600®-treated gilts were heavier at breeding than their early-responding
counterparts (P = 0.03). There were no significant differences in backfat thickness at
breeding between groups. The proportion of animals observed in estrus at least 3 times
before breeding was greater for select Control gilts compared to early and late responder
PG600®-treated gilts (P < 0.001). There were no significant differences in farrowing rate

and litter size between the four treatment groups.

4. Discussion

It is common commercial practice to treat prepubertal gilts by injecting them with
gonadotrophins such as PG600® to initiate estrous cycles (Kirkwood 1999). Since this
treatment is usually applied under conditions of delayed puberty, and earlier maturing gilts
are believed to be inherently more fertile (Nelson et al. 1990), it is reasonable to suggest
that gonadotrophin treatment may result in the introduction of relatively less fertile gilts in
the breeding herd. The present study examined the hypothesis that gilts achieving estrus
within 7 d after gonadotrophin injection are more fertile than gilts taking longer to show
signs of estrus following hormonal treatment. To further increase the sensitivity of
detecting less fertile gilts, a comparison was also made with select Control gilts responding
rapidly to boar exposure. In the present study, 67.5% of gonadotrophin-treated gilts

exhibited estrus by 7 d after injection, which is consistent with previous reports (Kirkwood
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1999; Manjarin et al. 2009a,b), while only 5.7% of the Control gilt population was pubertal
by 7 d after the start of boar exposure. Results from this study show that PG600® treatment
at 154 d of age induced estrus, however, at breeding a greater proportion of Control gilts
had been observed to have experienced at least 3 estrous periods. It is likely that although
gonadotrophin administration provided enough stimulus for the majority of the gilts to
show estrus within 7 d, many of these animals were not sufficiently mature to continue
cycling regularly and show strong behavioural signs of estrus. It is possible that cycling

stopped temporarily or that the gilts experienced silent heats.

To our knowledge, this is the first study to compare the reproductive performance of
gilts that did or did not respond to exogenous gonadotrophins. Contrary to our expectation,
there were no differences in farrowing rate and number of piglets born between PG600®-
treated gilts exhibiting estrus by 7 d after injection and those taking longer than 7 d. This
implies that our hypothesis was not proven and that a positive estrus response to
gonadotrophic stimulation under the conditions of this trial did not correlate with improved
subsequent fertility. In other words using hormone induction at an early age does not
appear to be an effective method of determining which gilts to retain in the gilt
development unit and which to cull. It should be noted that the number of gilts used in each
treatment category was relatively small and this is a weakness of the study, but the

tendency in the case of litter size and farrowing rate favored late responders.
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The present study did not examine the association of early puberty with sow
longevity but other researchers have suggested that selection of gilts for reduced age at
puberty improved their reproductive performance by increasing the proportion of animals
retained in the herd through the first 3 parities (Patterson et al. 2010) or the first 6 parities
(Flowers 2011), and increased the average parity of culled sows at removal (Holder et al.

1995). This should be an additional consideration in evaluating gilt selection programs.

In conclusion, these data indicate that PG600® is an effective tool to induce an
earlier estrus in gilts, that subsequent farrowing rate and born alive litter size compare
favorably to that of select gilts, and that gilts failing to respond promptly to hormonal

stimulation do not exhibit compromised fertility.
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Table 1. Gilts treated with PG600®" and boar exposure starting at 155 days of age (early responders showing heat < 7 d post-treatment

and late responders, > 7 d) compared to gilts provided with boar exposure alone (select showing heat in < 30 d and non select, > 30 d;

means+SE). Gilt body weight at selection was included as covariate.

PG600 No PG600
Early-responders | Late-responders Select Non-select )
P-values
Estrus <7 days | Estrus > 7 days | Estrus <30 days | Estrus > 30 days
N° animals (n) 126 51 154 47
Initial age (d) 155.0+0.8 154.5+0.8 155.1+0.8 155.2+0.9 0.195
Breeding age (d) 217.6+2.0°% 235.5+2.4° 221.2+1.9° 235.9+2.5° <.0001
Breeding weight (kg) 132.7+3.2° 137.2+3.5 125.943.2° 129.7+3.6% 0.002
Breeding backfat (mm) 17.4+0.4 18.2+0.6 18.0+0.4 18.6+0.6 0.1
Proportion of sows b b
_ 41.7+6.9° 41.8+8.7° 75.845.3 67.3+9.8°% <.0001
with > 3 observed heats (%)
Farrowing rate (%) 90.9+2.6 92.0+3.8 94.1+1.9 93.6+3.5 0.77
Total born (n) 12.3+0.6 12.2+0.7 11.8+0.7 11.2+0.7 0.14
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¢ Differences between treatments are indicated with different superscripts.

1 PG600® (Merck Animal Health, NJ, USA; 400 1U equine chorionic gonadotrophin

plus 200 1U human chorionic gonadotrophin) given at 154 days of age.

2 Overall P-value for treatment effect.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of lactation length and
treatment with gonadotrophins at weaning on reproductive performance of primiparous
sows. After 3 wk of lactation, primiparous sows were either weaned (W3; n = 273) or
received a 7-d-old foster litter for a further 14 d of suckling (W5; n = 199). At final
weaning (3 wk or 5 wk lactation) sows were randomly assigned to receive an injection
of 400 IU equine chorionic gonadotrophin plus 200 IU human chorionic gonadotrophin
(PG600®; W3+P; n = 108 and W5+P; n = 96) or no injection (W3; n = 165 and W5; n =
103). Sows were inseminated at first observed estrus after final weaning and 24 h later.
The proportion of sows showing estrus by 6 d post-weaning was greater (P < 0.01) for
W3+P (86%) compared to W3 (64%); however, there was not a difference (P = 0.13)
for W5+P (79.4%) compared to W5 (69.1%). There was no effect of either lactation
length or gonadotrophin treatment on farrowing rates or on the proportion of sows
culled before breeding. Total born litter size was smaller (P = 0.05) for W3+P (11.7 +
0.4) compared to W3 (12.6 £ 0.3). However, sows that lactated for 35 d had larger
litters than sows that lactated for 21 d regardless of gonadotrophin treatment (14.0 £ 0.5
and 14.5 + 0.4 for W5+P and W5, respectively; P < 0.001). These data indicate that for
primiparous sows, a longer lactation improves total born litter size at their next
farrowing. Gonadotrophin treatment is useful in shortening the weaning to estrus

interval but subsequent total born litter size may be negatively affected.

Keywords: Primiparous sows, lactation, weaning, gonadotrophins, fertility.
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1. Introduction

The number of weaned pigs produced by a farm depends on both mean litter size
and number of litters but is driven primarily by ensuring sufficient sows are bred to
minimize the risk of empty farrowing pens, i.e., meeting the breeding target (Dial et al.,
1996). Variability in the weaning-to-estrus interval (WEI) influences the ability to meet
the breeding target, with primiparous sows being particularly prone to having longer
and more variable WEI due to inadequate lactation nutrient intake and consequent
impaired metabolic status at weaning. This is likely to be accentuated by current
production practice of using hyper-prolific sows. There is a limit to the total number of
piglets that a sow can raise uniformly with an acceptable piglet survival and weaning
weight. The number of teats and milk production both constrain piglet growth and
survival. Sow milk yields peak at about 15 d and then remain relatively stable until 4
wk, and then decline (Hanson et al., 2012; Toner et al., 1996). Therefore, beyond 3 wk,
if daily nutrient intake is increased while the metabolic demands of lactation are stable
or decreasing, the net metabolic status of the sow at weaning will be improved with
potential benefits to subsequent farrowing rate and litter size. Hence, in systems
employing relatively short lactation lengths, nurse sows are attracting more interest as a
means to raise excess piglet production to an appropriate weight for weaning.
Primiparous sows have been suggested to be appropriate foster sows as they more

readily accept a new litter (Thorup et al., 2004).

When administered at weaning, gonadotrophins such as the combination of 400
IU equine chorionic gonadotrophin (eCG) plus 200 IU human chorionic gonadotrophin
(hCG) are effective for reducing and synchronizing the duration of the wean-to-estrus

interval in primiparous sows (Estienne and Hartsock, 1998; Kirkwood et al., 1998).
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Gonadotrophin treatment has the added benefit of increasing the duration of the estrous
period and so can facilitate improved breeding management and subsequent farrowing

rate and litter size (Knox et al., 2001).

The objective of the present trial was to compare measures of fertility at the
second parity of primiparous sows receiving a foster litter for a further 14 d nursing, and
their counterparts lactating for only 21 d, that were or were not hormone-treated at final
weaning for inducing and synchronizing the post-weaning estrus. It was hypothesized
that primiparous sows recruited as nurse sows for an additional 2 wk of lactation would
have improved fertility relative to their contemporaries weaned at 3 wk postpartum and,
further, that the injection of a combination of 400 IU eCG plus 200 IU hCG at weaning
will promote and synchronize the post-weaning estrus and result in improved

subsequent farrowing rate and litter size.

2. Materials and methods

2.1. Animals and treatments

This study was approved by the University of Guelph Animal Care Committee.
A total of 472 lactating PIC 1050 primiparous sows housed in a commercial 5,600-sow
facility in Illinois, USA, were used. The trial took place over a year with seven replicate
groups of sows involved in the study. Sows farrowing in January, February, March,
August, September, October-November, and December of 2011 were randomly
assigned to one of four treatments after 3 wk of lactation: 1) W3 (n = 165); weaned and
no hormone injection, 2) W5 (n = 103); initial litter weaned and second litter of 7-d-old
piglets fostered-on for an additional 2 weeks, no hormone injection when weaned after 5

129



weeks of lactation, 3) W3+P (n = 108); weaned and given IM injection of 400 IU eCG
plus 200 IU hCG (PG600®, Merck Animal Health, NJ, USA), and 4) W5+P (n = 96);
initial litter weaned and second litter of 7-d-old piglets fostered-on for an additional 2
weeks, after a 5-week lactation, weaned and given an IM injection of PG600®. The
normal practice on the farm was to wean after 3 weeks of lactation and move the sow to
the breeding area without injecting hormones, and so in groups where there were extra
sows that could not be randomly assigned a treatment (because of a shortage of piglets
for fostering) the sows were placed in the W3 group and monitored in a similar manner
to other sows in the trial. Because of this decision the W3 group was larger than the
other three groups. The foster litters were comprised of 7-d-old pigs subjectively
assessed to be small for age and requiring a nurse sow with demonstrated good milking
ability. The number of piglets placed on a nurse sow was identical to the number of

piglets the sow had been previously nursing.

At weaning, all sows were housed in individual stalls and had once daily fence-
line contact with a boar to facilitate estrus detection. Sows were artificially inseminated
at detection of their first post-weaning estrus and again 24 h later with 3 x 10° sperm
cells in 80 mL extender (Androstar® Plus with CSP™, Minitube, Verona, WI). The
sperm was all sourced from the same boar stud throughout the trial and the same genetic
lines of boars were used throughout the study. Pregnancy was confirmed at 5 wk post-
breeding and pregnant sows grouped in pens of 56 to 60, allowing 1.7 m? per sow until
3 d before their next farrowing due date, when they were moved to individual farrowing

pens.
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2.2. Animal management

During lactation, sows were fed to-appetite a corn-soybean meal diet with 30%
dried distiller’s grain (DDG’s) formulated to contain 14.7 MJ ME/kg, 20.4% crude
protein (CP) and 1.1% total lysine (Lys). From weaning to estrus, sows were fed to-
appetite a corn-soybean meal, 40% DDG’s diet formulated to contain 13.62 MJ ME/Kg,
14.9% CP and 0.53% Lys. Following breeding, sow daily feed intakes were 1.8 kg to
3.3 kg, depending on body condition. During the last 2 wk of gestation, feed allowances
were increased by 0.5 to 1.2 kg/d until 3 d prior to their due date and from then on sows

were fed 1.8 kg/d, including day of farrowing. Water was available at all times.

Data recorded were; total lactation length, the number of pigs weaned, the
weaning-to-estrus interval, service outcome (farrow or not) and subsequent total and

live born litter sizes.

2.3. Statistical analysis

Differences in the incidence of estrus and farrowing rates were assessed by
logistic regression analysis using a generalized linear mixed model in SAS (PROC
GLIMMIX; SAS 9.2., SAS Institute Inc., Cary, NC). Treatment, season, and their
interactions were included as fixed effects, and replicates were treated as random effect.
The relationship between first lactation length, post-weaning treatment with PG600®,
and subsequent litter size was assessed by a two-way ANOVA using a linear mixed
model (PROC MIXED) that included the same fixed and random effects as above.
Normality of the residuals and presence of outliers were assessed by PROC

UNIVARIATE using the Shapiro-Wilk test, Q-Q-plots and externally studentized
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residuals. When necessary, data were power transformed by a parameter ¢ whose
optimal value was estimated using the maximum likelihood (ML) method (Piepho,
2009). P-values were calculated using t-tests. Data are presented as probabilities and

least square means = SE. Significant effects were considered at P < 0.05.

3. Results

The mean total number of pigs weaned at first parity was greater for the sows
nursing a foster litter (Table 1). Numbers of pigs weaned did not differ between W5+P
and W5 or between W3+P and W3 (Table 1). The proportion of sows showing estrus
within 6 d post-weaning for the W3 sows was greater for sows administered PG600® at
weaning compared to sows not treated with PG600® at weaning (86.2% compared with
64.0%, respectively; P < 0.001). However, the proportion of W5+P sows in estrus by 6
d post-weaning was not different from the proportion of W5 sows in estrus by 6 d post-
weaning (79.4% compared with 69.1%, respectively; P = 0.13). The proportion of sows
culled before breeding for each treatment group was not affected either by the lactation
length or the post-weaning estrus induction treatment. There were no differences in
farrowing rates among treatments. The live born litter size tended to be larger for W5
sows compared to W5+P sows (14.0 + 0.4 compared with 13.1 + 0.5, respectively; P =
0.1), and was also larger for W3 compared to W3+P (12.1 + 0.4 compared with 11.3 =
0.4, respectively; P < 0.05). The total born litter size was similar for W5+P sows and
W5 sows (14.0 £ 0.5 and 14.5 £ 0.4, respectively; P = 0.36), but was larger for W3
compared to W3+P (12.6 + 0.3 compared with 11.7 £ 0.4, respectively; P < 0.05). Sows
in the extended lactation group (W5 and W5+P) produced larger litters than the sows

weaned at around 21 d of lactation (P < 0.001).

132



4. Discussion

This study confirmed that primiparous sows tend to be relatively slow to return
to estrus after weaning and that treatment with PG600® at weaning can improve the
proportion of sows in estrus within 6 d, particularly when lactation length is relatively
short, and so facilitate the achievement of breeding targets (Kirkwood, 1999).
Furthermore, while prolonged WEI (i.e., > 5 d) makes it more difficult to meet breeding
targets, this prolongation is also associated with reduced sow performance (Wilson and
Dewey, 1993) and increased likelihood of early culling (Tantasuparuk et al., 2001).
Administering gonadotrophins to primiparous sows at weaning helps ensure that these
sows timing of estrus will be synchronized with the rest of the breeding group. This
synchronization of timing of estrus will ensure less variation in farrowing dates within
the breeding group, and therefore minimize variation in piglet weaning age. A primary
factor contributing to prolonged WEI is inadequate lactation nutrient intake and
associated loss of body condition (Eissen et al., 2003; Schenkel et al., 2010) and is,
therefore, more likely in primiparous sows due to their innately smaller appetites.
Where an analysis of breeding records indicates prolonged WEI, a possible intervention
to correct this problem is to use hormonal stimulation of estrus (e.g., PG600%). Several
studies have examined the effects of gonadotrophins and all agree that treatment results
in a shorter and more synchronous onset of the post-weaning estrus (De Rensis et al.,

2003; Kirkwood et al., 1998) and the present data confirm this effect.

The effects of gonadotrophin treatment on subsequent fertility have proven
variable. This may, in part, be due to adverse timing of insemination relative to
ovulation because a gonadotrophin-induced estrus is relatively long which, if not

considered, makes timing of insemination potentially more difficult (Knox et al., 2001).
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In the present study, there was no difference in farrowing rates for primiparous sows
following a 35-d lactation, whether or not PG600® was administered at weaning. There
was a trend for sows weaned after 35 days of lactation and given PG600® to have a
smaller litter compared to sows with similar lactation and not given PG600®. When
litter size and farrowing rate are combined it can be seen that sows that are weaned after
5 weeks of lactation and given a hormone injection produced on average 1.5 pigs less
per sow bred compared to sows not given PG600®. A decrease in performance this large
is likely to offset the benefits associated with the use of PG600® for sows in this
lactation group. Among sows weaned at 21-d of lactation, treatment with PG600°® at
weaning resulted in a subsequent smaller litter size. There may be a trade-off between
reducing the time from weaning to estrus and litter size with respect to sows weaned at
21d. This smaller litter size might reflect that some of these primiparous sows induced
to come into estrus are a little less fertile than sows not induced and having a few more

days to recover before breeding.

The present results demonstrate a significant increase in subsequent total born
litter sizes at parity 2 for those primiparous sows receiving a foster litter for a further 14
d nursing, prolonging their first lactation to 35 d. The pigs fostered onto the nurse sows
were only 7 d of age and so smaller and less demanding of milk than her litter that was
weaned. Further, although not measured in this study, sow feed intakes would likely be
maintained. The resultant reduced metabolic demands of suckling, together with a
maintained and possibly increased plane of nutrition, likely contributed to outcomes
similar to that occurring with split weaning (weaning of heavier pigs in a litter a few
days before the rest of the litter). Acute reductions in the energy demands of the litter

result in increased circulating luteinizing hormone concentrations and re-initiation of
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ovarian follicular growth (Zak et al., 2008). Although speculative, we suggest that the
net effect of an improved metabolic status would be an increased ovulation rate at the
post-weaning estrus and improvement in oocyte quality (Zak et al., 1997). Together,
this would result in more viable embryos and an increased subsequent litter size. From
an economic point of view the benefits of nursing surplus piglets and improving
subsequent litter size needs to be balanced with the delay in rebreeding the sow and a

lengthening of the farrow-to-farrow interval of sows used as foster mothers.

In conclusion, findings in the present study indicate that primiparous sows
weaned after 21 days of lactation may be relatively slow returning to estrus after
weaning, and that treatment of these sows with PG600® at weaning is a useful tool to
increase the proportion of sows in estrus within 6 d of weaning. In contrast, among sows
lactating for 5 weeks the advantages of using PG600® are less clear in that improvement
in weaning to estrus interval is offset by a reduced reproductive performance as
measured by pigs produced per sow bred. However, independent of gonadotrophin
treatment, a significant increase in subsequent litter sizes at the second farrowing for
primiparous sows experiencing a prolonged first lactation was observed. Primiparous
nursing sows supply an alternative for raising excess piglets while also improving their

subsequent litter size.
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Table 1. Effect of lactation length® and gonadotrophin treatment® at weaning on fertility

of primiparous sows.

W3+P W3 W5+P W5 P-value'
SOWS per 108 165 96 103
treatment, n
Pigs weaned,n | 10.1+1.6 104 +1.7 205+2.6 204+25
Es“;‘/is (ﬁf d | 86.2°(93) | 64.0°(105) | 79.4% (76) | 69.1% (71) <0.01
N“mbﬁr bred, 104 157 95 100
Sows culled
before
preeding, % 3.7 (4) 4.9 (8) 1(1) 2.9 (3)
(n)
0,
Fa”o("r‘]’fd’ %1 917(95) | 91.1(143) | 821(78) | 90.0(90) 0.18
Total born,n | 11.7+04* | 126+03° | 140+05° | 145+0.4° <0.0001
Liveborn,n | 11.3+04% | 121+04° | 131+05° | 14.0+04° | <0.0001
Total pigs, n 1111 1801 1092 1305
Pigs/sow bred, 10.7 115 115 13.0

n

¢ Differences between treatment-groups indicated with letter superscripts.

9 (W3) were sows weaned at 21 d, and (W5) were sows weaning an original litter at 21 d

but immediately given a foster litter of 7-d-old piglets for a further 14 d.

® Treated sows (P) received an IM injection of 400 1U eCG plus 200 1U hCG (PG600®)

at the time of weaning. Sows in the other two groups did not receive an injection.

fOverall P-value for treatment effect.
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Abstract

The aim of this study was to determine whether a prompt estrus response of
prepubertal gilts to gonadotrophin treatment is associated with improved long term sow
performance. At 154 d of age, prepubertal gilts received an intramuscular injection of
400 IU equine chorionic gonadotrophin plus 200 IU human chorionic gonadotrophin
(PG600®; n = 260). Control gilts (n = 272) did not receive PG600®. All gilts were boar
exposed from 155 d of age for estrus detection and gilts were subsequently artificially
inseminated at a weight of approximately 130 kg. Gilts receiving PG600® that exhibited
estrus by 7 d post injection were classified as early responders (ER); remaining
PG600°®-treated gilts were classified as late responders (LR). Within the control
population, gilts exhibiting estrus by 185 d of age were classified as select (CS);
remaining controls were classified as non-select (NS). Treatment response impacted (P
= 0.03) retention rate, with a lesser proportion of LR gilts reaching parity 4 compared to
NS gilts (50% vs. 69.4%, respectively; P = 0.09), with ER and CS gilt retentions rates
being intermediate. These data indicate that gilts failing to respond promptly to PG600®

administered at 154 d of age are more likely to be culled after fewer parities.

Keywords: Gonadotrophins, puberty, sow longevity, sow fertility.
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1. Introduction

It is accepted that sows are most prolific in parities 3 to 6 but many sows are
culled before achieving parity 3, which is a problem both economically and for sow
welfare. For gilts and primiparous sows, reproductive failure is the most common
reason for culling (D’Allaire and Drolet 1999; Hughes et al. 2010). This may involve
poor selection criteria since it has been shown that gilts achieving an early puberty may
be relatively more fertile (Nelson et al. 1990; Holder et al. 1995), with the corollary
being that late developing gilts will be less fertile. It has been documented in large
population data surveys that gilts that were older at first mating were culled sooner, with
fewer pigs born during the sow’s life-time (Schukken et al. 1994; Culbertson and Mabry
1995; Le Cozler et al. 1998). Patterson et al. (2010) defined select gilts as those
achieving puberty by 30 d after the start of boar exposure and documented that,
compared with non-select gilts that took longer than 30 d to achieve puberty, a greater

proportion were successfully bred and that fall-out rates to parity 3 tended to be lower.

Identification and selection of gilts with the best potential long-term
performance would greatly benefit the pork industry. There are limited data comparing
productivity of sows that were or were not originally induced to cycle with
gonadotrophins. In a relatively poorly performing herd, gonadotrophin induction of first
estrus with breeding at the following estrus had no impact on sow retention during 3
parities (Holtz et al. 1999). It has further been documented that breeding relatively older
and heavier gilts at a gonadotrophin-induced estrus did not compromise long-term
productivity (Kirkwood et al. 2000). A similar lack of effect on culling was noted when

primiparous sows received gonadotrophins at weaning (Kirkwood et al. 1998; Vargas et
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al. 2006). However, to our knowledge, the impact of a prompt or delayed estrus
response to gonadotrophic treatment on long term performance (i. e., sow herd
longevity and/or lifetime piglet production) has not been determined. The objective of
the present trial is to compare measures of fertility for gilts that were gonadotrophin-
treated to induce a pubertal estrus, and did or did not respond promptly to treatment,
with non-treated select gilts chosen from the same population. Our hypothesis is that
gilts having a faster response to hormonal stimulation are analogous to gilts having a
younger age at natural puberty, implying an increased physiological age at a given

chronological age, and will be associated with improved long term performance.

2. Material and methods
2.1. Animals and treatments

This study was approved by the University of Guelph Animal Care Committee.
A total of 532 prepubertal gilts (PIC 1050) housed in a commercial 5,600-sow facility in
Illinois, USA, were used. Details of the management of gilts have been documented
previously (Hidalgo et al. 2014a). Briefly, at 154 d of age, prepubertal gilts (n = 260)
received an intramuscular (IM) injection of 400 IU equine chorionic gonadotrophin
(eCG) plus 200 1U human chorionic gonadotrophin (hCG; PG600®, Merck Animal
Health, NJ, USA). Non-treated gilts (n = 272) were selected from the same population.
Starting at 155 d of age, all gilts were subjected to direct boar exposure for 20 to 30 min
daily to stimulate onset and facilitate detection of first estrus. The PG600®-treated gilts
exhibiting estrus < 7 or > 7 d after injection were classified as either early or late-
responders (ER and LR, respectively). Control gilts exhibiting estrus < 30 or > 30 d

after start of boar exposure were classified as select (CS) and non-select (NS),
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respectively. Gilts were artificially inseminated at a weight of approximately 130 kg,
independently of total number of observed estruses (2 to 5), with 3 x 10° sperm in 80
mL extender (Androstar® Plus with CSP™, Minitube, VVerona, WI) at heat detection,
and again at 12 and 24 h after estrus detection, depending on whether standing reflex

persisted in the presence of the boar.

A total of 480 gilts farrowed a litter and 472 out of them were randomly
assigned to one of four treatments after 3 wk of lactation. The remaining 8 gilts were
culled for non-reproductive reasons (i. e., bad body condition, lameness, rectal prolapse
and downer syndrome) before finishing the 3-wk lactation period. Details of
primiparous sows management have been documented previously (Hidalgo et al.
2014b). Briefly, after 3 wk of lactation, primiparous sows farrowing in January,
February, March, August, September, October-November, and December of 2011 were
randomly assigned to one of four treatments: 1) W3 (n = 165); weaned and no hormone
injection, 2) W5 (n = 103); initial litter weaned and second litter of 7-d-old piglets
fostered-on for an additional 2 weeks, no hormone injection when weaned after 5 weeks
of lactation, 3) W3+P (n = 108); weaned and given IM injection of 400 IU eCG plus
200 IU hCG (PG600®, Merck Animal Health, NJ, USA), and 4) W5+P (n = 96); initial
litter weaned and second litter of 7-d-old piglets fostered-on for an additional 2 weeks,
after a 5-week lactation, weaned and given an IM injection of PG600®. No further
interventions were performed and the retrospective analysis encompassed the period
from a gilt age of 155 d until the rebreeding after weaning of the fourth litter. Sow
performance was assessed on the basis of litters produced and numbers of total pigs
delivered. These variables were chosen for analysis because we believed them to be the

best indicators of breeding herd performance over time.
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2.2. Statistical analysis

Differences in overall culling rate and incidence of animals reaching parity 4
were assessed by multinomial and binomial regression analyses using generalized linear
mixed models (PROC LOGISTIC and GLIMMIX, respectively) in SAS 9.2. (SAS
Institute Inc., Cary, NC). Treatments and their interactions were included as fixed
effects in the models, and gilt weight as covariate. Differences in overall litter size (total
born and alive) and litters produced per sow were analysed by a one-way ANOVA
using a linear mixed model in SAS (PROC MIXED), with the same fixed effects and
covariate used above. Normality of the residuals and presence of outliers were assessed
by PROC UNIVARIATE (SAS 9.2.) using the Shapiro-Wilk test, Q-Q-plots and
externally studentized residuals. When necessary, data were power transformed by a
parameter ¢ whose optimal value was estimated using the maximum likelihood (ML)
method (Piepho, 2009). Pair-wise comparisons between least square means were
analysed by Student’s t-tests. Data are presented as probabilities and least square means

+ SE. Significant effects were considered at P < 0.05.

3. Results

Of the initial 532 gilts, 33 PG600®-treated gilts and 19 Controls were removed
from the study without farrowing a litter. Other 5 PG600®-treated gilts and 3 Controls
were removed from the study after farrowing a litter, but before being assigned to one of
the four treatment groups, due to non-reproductive reasons. Lactation length and
PG600® treatment administered to primiparous sows at weaning had no significant

effects on any of the parameters measured in the study, so only main effects for PG600®
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treatment in prepubertal gilts are reported. Gilt retention to breeding for parity 5 tended
to be lower for LR compared to NS animals (50% vs. 69.4%, respectively; P = 0.09;
Table 1). Retentions of ER and CS gilts were intermediate (56.4% and 66.8%,
respectively). There were no significant treatment differences for mean litter size (total

born or alive) or mean number of litters produced per sow over the 4 parities (Table 1).

4. Discussion

This research examined whether or not the administration of gonadotrophins to
prepubertal gilts, with their subsequent breeding near their third estrus, would result in
improved sow fertility and, consequently, herd longevity. A central question we
attempted to answer is; does the response to PG600® treatment as gilts predict the likely
long term performance as sows? If so, with more-fertile gilts responding more rapidly to
PG600® than do less-fertile gilts, an economic advantage from the treatment could be
identified on the basis of numbers of litters produced and/or total piglet production
during a defined period. An analysis of our data revealed no long term impact on litter
sizes or mean number of litters produced per sow of PG600® treatment when
administered to induce puberty in gilts, showing that the long-range sow productivity of
prematurely induced gilts is not impaired, independently of the estrus response to
hormonal treatment, and confirming previous findings (Holtz et al. 1999; Kirkwood et
al. 2000). Similarly, in support of previous studies, we detected no effect of the
hormonal induction of first post weaning estrus on performance in subsequent parities

(Kirkwood et al. 1998; Vargas et al. 2006).
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If considered that within a gilt population there will be a normal distribution of
potential fertilities, we further suggest that gilts with relatively high potential fertility,
and subsequently longer herd longevity, will respond more rapidly to PG600® treatment
administered to induce puberty. In the present study, although long-term productivity
after puberty induction with PG600® was not impaired considering estrus responses, a
lesser proportion of LR gilts reached parity 4 and were bred for parity 5, compared to
NS gilts; with ER and CS gilt retention rates being intermediate. These data are in
contrast to earlier results (Kirkwood et al. 2000), where gilt puberty induction with
PG600® did not affect sow herd longevity. In the previously mentioned study, although
they did not focus on the estrus response to hormonal therapy with PG600°, it is likely
significant that gilts received treatment at a much older age (i. e., > 180 d of age) and
heavier weight (i. e., > 110 kg body-weight) than those of the present study. At such age
and weight, historically, a natural onset of puberty may be expected, but also a faster
estrus response to PG600® administered to induce puberty, whereas in significantly
younger and lighter gilts a certain degree of immaturity or relative infertility could be
expected at the time of injection, but also a wider range of estrus responses to PG600®,
with a possible negative effect on their herd longevity. It should be taken into account
that the number of gilts used in each treatment category was quite variable and
especially small for the NS group, due to the selection process, which is a weakness of
the study. However, even in this event, the tendency in the case of litter size, litters

produced per sow and retention rate to parity 4 favoured the Control population.

The obvious conclusion from this study is that gonadotrophin treatment of gilts
does not increase the likelihood of introducing less fertile gilts in the breeding herd.

However, although hormonal induction at an early age does not appear to be an
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effective reproductive tool of selecting gilts with the greatest long-term fertility, a late
estrus response to administration of exogenous gonadotrophins to pre-pubertal gilts at
154 d of age could be predictive of gilts with a reduced likelihood of retention to parity

4.
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Table 1. Influence of estrus response to gonadotrophin treatment of prepubertal gilts on

fertility and longevity as sows.

ER' LR? cs® NS*
No sows 140 120 223 49
No sows bred 135 112 221 49
Mean litter size (total) 13.0+0.4 12.8+0.4 12.8+0.3 12.9+0.6
Mean litter size (alive) 12.3+0.3 12.0£0.4 12.2+0.3 12.2+0.6
Mean litters per sow 3.1+0.1 2.9+0.1 3.2+0.1 3.310.2
No total pigs born 5382 4208 8891 2033
(mean per sow bred) (39.9+£1.6) | (37.6x1.8) | (40.2+1.3) | (41.5%2.7)
Sows bred for parity 5, n (%) | 79 (56.4)®° | 60 (50.0)* | 149 (66.8) | 34 (69.4)°

1Gilts responding to PG600® by 7 d post injection.

?Gilts responding to PG600® at > 7 d post injection.
3Control select gilts showing estrus by 30 d after onset of boar exposure.
*Non-select gilts taking longer than 30 d to show estrus after onset of boar exposure.

abp < 0.1
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Abstract

The study investigated whether changes in the electrical resistance of vaginal
mucus (VER) of weaned sows during the first 7 days post-weaning are associated with
time of ovulation, as determined by ovarian ultrasound between 91 and 146 h after
weaning, and season. VER measures were determined at 20, 44, 68, 91, 96, 102, 115,
120, 126, 140, 146 and 164 h post-weaning. VER decreased between 120 and 31 h prior
to ovulation, and then increased until 40-50 h post-ovulation. Duration and timing of the
nadir was affected by season (P < 0.01). Estrus was observed from day 4 post-weaning,
following the lowest VER values. Ovulation occurred between late day 5 and late day 6
post-weaning, while VER values were still increasing. Ovulation was earlier in lower
parity sows (P < 0.001). Compared to 0 h (ovulation time), VER was significantly lower
between 50 and 5 h pre-ovulation in autumn, and between 40 and 21 h pre-ovulation in
winter, but such differences were not seen in spring. Lowest VER value was not
correlated with time of ovulation. We conclude that VER increases prior to ovulation
and that this increase is influenced by season but cannot be used to accurately predict

ovulation in weaned sows.

Keywords: sows, estrus, vaginal mucus, electrical impedance, ovulation.
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1. Introduction

Most swine artificial insemination (Al) protocols rely on estrus detection to
estimate time of ovulation. However, a high variability in the wean-to-estrus (WEI) and
estrus-to-ovulation intervals challenges the efficiency of Al, decreasing the fertility of
the breeding herd (1). In weaned sows, common estrus synchronization protocols
involve the use of exogenous gonadotrophins such as equine chorionic gonadotrophin
(eCG) or the combination of 400 IU eCG plus 200 IU hCG (human chorionic
gonadotrophin; PG600®) (2). However, the estrous response to hormonal treatments is
affected by parity and season (3), and often results in lower farrowing rates and litter
sizes (2, 4). Previous studies have reported the use of vaginal electrical resistance
(VER) as a tool to predict the estrous response in sows (5, 6, 7), given that changes in
electrical conductivity of vaginal mucus seem to be related to changes in sexual
hormone levels during the estrous cycle (8). In pigs (5), cattle (9), sheep (10), buffaloes
(11) and rats (12), a decrease of VER was observed during proestrus, followed by a
gradual increase during estrus until ovulation. However, the use of VER to predict the
time of ovulation has not been assessed in weaned sows. We hypothesize that sows
ovulating sooner during the estrous period will show an earlier increase in VER levels
compared to their delayed counterparts, and that such an increase may be used to predict
the time of ovulation. In order to test this hypothesis, we established two different steps:
a) profile VER values between days 1 and 7 after weaning across different seasons and
parities; b) determine the relationship between VER and time of ovulation in weaned

SOWS.
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The use of transrectal real-time ultrasonography (RTU) to determine time of
ovulation in sows is accurate, but is relatively invasive and requires some degree of
expertise. If VER in sows can be used as a predictor of ovulation, it would represent a
very user-friendly, non-invasive, simple and inexpensive method of determining the
appropriate timing of insemination. With proper timing of insemination, relative to
ovulation, only a single insemination may be required to achieve pregnancy. The
objective of the study was to determine whether measurement of VER can be used as a
predictor of time of ovulation in weaned sows and to determine possible seasonal

variations.

2. Material and methods
2.1. Animals and treatments

This study was approved by the University of Guelph Animal Care Committee
and was performed on a 700-sow farrow-to-finish facility near Guelph, Ontario. To
examine the relationship between VER and ovulation time, a total of 76 mixed-parity
Landrace x Yorkshire sows were used in 6 consecutive replicates. The following

replicates were formed at weaning:

- Replicate 1: 22 sows weaned on June 4™ parity range 1-12.

- Replicate 2: 12 sows weaned on June 10™; parity range 1-11.

- Replicate 3: 12 sows weaned on June 16"; parity range 1-9.

- Replicate 4: 10 sows weaned on September 23™; parity range 1-12.
- Replicate 5: 10 sows weaned on October 8"; parity range 1-12.

- Replicate 6: 10 sows weaned on February 9"; parity range 2-10.
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Replicates were further grouped, depending on the evaluated season of the year.

Evaluated seasons were:

- Spring (March 20"-June 21%): evaluated sows = 46; Replicates 1, 2 and 3.
- Autumn (September 23"-December 21%): evaluated sows = 20; Replicates 4
and 5.

- Winter (December 21%-March 20™): evaluated sows = 10; Replicate 6.

Weaned sows were housed individually in breeding stalls (allowing 1.8 m?) and
fed daily 2.5 kg of a corn-soybean meal diet formulated to provide 14.2 MJ ME/Kg,
15% crude protein and 0.61% lysine. Water was available at all times. All sows
received daily 5 min fence-line boar contact for 7 days post-weaning to facilitate estrus
detection. Boar exposure started on the day after weaning to stimulate ovarian activity
and to determine the onset of estrus. Boar exposure was maintained until day 7 post-

weaning to determine the end of the estrus period.

Ovulation time was determined by transrectal RTU at 91, 102, 115, 126, 140 and
146 h post-weaning, using an Aloka® SSD 500 (Aloka Inc., Wallingford, Connecticut,
USA) with a 7.5 MHz linear array transducer for visualization of the ovaries. Day of
weaning was Day 0 and 2.00 pm on weaning day was regarded as O h. The
disappearance of follicles > 6.5 mm in diameter signaled the start of ovulation. The

schedule for VER readings was the following:
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1. Reading 1 (Day 1): 20 h post-weaning (at 10 am).

2. Reading 2 (Day 2): 44 h post-weaning (at 10 am).

3. Reading 3 (Day 3): 68 h post-weaning (at 10 am).

4. Reading 4 (Day 4; am reading): 91 h post-weaning (at 9 am).

5. Reading 5 (Day 4; pm1 reading): 96 h post-weaning (at 2 pm).
6. Reading 6 (Day 4; pm2 reading): 102 h post-weaning (at 8 pm).
7. Reading 7 (Day 5; am reading): 115 h post-weaning (at 9 am).
8. Reading 8 (Day 5; pm1 reading): 120 h post-weaning (at 2 pm).
9. Reading 9 (Day 5; pm2 reading): 126 h post-weaning (at 8 pm).
10. Reading 10 (Day 6; am reading): 140 h post-weaning (at 10 am).
11. Reading 11 (Day 6; pm reading): 146 h post-weaning (at 4 pm).

12. Reading 12 (Day 7): 164 h post-weaning (at 10 am).

The VER was determined using a cylindrical-shaped vaginal probe (Draminski®,
Electronics in Agriculture, Olsztyn, Poland), with two ring electrodes on the terminal
pole. The resistance was obtained by measuring the voltage developed through the
vaginal mucus (ohms; Q) in response to an alternating electric current excitation at a
frequency of 8 mA. The probe was inserted into the vaginal tract until about a quarter of
the length of the probe remained outside the vulva. Readings were taken in triplicates by

the same operator in order to obtain a mean value.

2.2. Statistical analysis
Data analysis consisted of two steps: first, we assessed whether there were
significant changes in VER values post-weaning; and second, we evaluated whether

VER changes were associated with the ovulation time of each animal to test the efficacy
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for prediction. To assess overall changes in post-weaning VER, we normalized the data
by grouping VER values of each animal in 10 h intervals before and after their time of
ovulation. Whenever 2 or more readings fell within the same interval, the arithmetic
mean was calculated. This method allowed us to analyze overall changes in post-
weaning VER independently of the ovulation time (Figures 1a, 1b and 1c). To evaluate
whether VER changes were actually associated with the ovulation time, and therefore
could be used as a predictor for it, we allotted all sows in 4 treatment-groups based on
their known time of ovulation (i.e., 102, 115, 126 and 140 h post-weaning); and then,
we tested for differences in VER between the 4 groups at each time point between
weaning and owvulation, using as time points either the hours at which VER was
measured post-weaning or the ovulation intervals calculated before (Figures 2a and 2b,
respectively). We also tested whether a correlation existed between the lowest VER

value, within each treatment-group, and the ovulation time.

Data was analyzed by ANOVA using a linear mixed model with repeated
measurements in SAS 9.2. (PROC MIXED, SAS Institute Inc., Cary, NC). The linear
model included time (h or interval), season, ovulation group and their meaningful
interactions as fixed effects, block as random effect, sow nested in block as repeated
measurement, and parity as covariate. Normality of the residuals and presence of
outliers were assessed by PROC UNIVARIATE (SAS 9.2.) using the Shapiro-Wilk test,
Q-Q-plots and externally studentized residuals. When necessary, data were power
transformed by a parameter ¢ whose optimal value was estimated using the maximum
likelihood (ML) method (13). Preplanned comparisons and linear, quadratic and cubic
trends were computed using orthogonal contrasts obtained by PROC IML (SAS 9.2)),

and P-values calculated using Student’s t-tests. Data are presented as least square means
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+ SE. Significant effects were considered at P < 0.05. The relationship between the time
at lowest VER value and time of ovulation per sow was analyzed using a correlation
analysis in SAS 9.2. (PROC CORR). Pearson correlation coefficient (R) was considered

significant at P < 0.05.

3. Results

All 76 sows monitored in the study showed estrus behaviour before day 5 post-
weaning: 8 sows (10.5%) at 91 h, 57 (75%) at 102 h and 11 (14.5%) at 120 h post-
weaning. Likewise, all sows in the study ovulated by day 6 post-weaning: 14 sows
(18.4%) at 102 h, 12 (15.8%) at 115 h, 46 (60.5%) at 126 h and 4 (5.3%) at 140 h post-
weaning. Average parity of sows was 4.2, 4.2, 4.6, 4.7, 6.0 and 6.5 for replicates 1 to 6,
respectively. There was a significant effect of parity on the time of ovulation, with
younger sows ovulating earlier than their older counterparts (parity 4.21 + 0.21 at 102 h,
4.06 = 0.23 at 115 h, 5.30 + 0.12 at 126 h, and 5.25 + 0.4 at 140 h post-weaning; P <
0.001). The VER values showed a cubic trend throughout the study (P = 0.0001); it
decreased between 120 and 31 h prior ovulation, and then increased until 40-50 h post-
ovulation. The maximum mean value measured was 46.5 + 4.6 Q at 50 h post-ovulation,
and the minimum was 27.2 + 2.7 Q at 30 h prior to ovulation. Compared to 0 h
(ovulation time), VER was significantly lower between 50 and 5 h before ovulation in
autumn (P < 0.01; Figure 1a), and between 40 and 21 h before ovulation in winter (P <
0.01; Figure 1b). There were no differences in VER values prior to ovulation during
spring (Figure 1c). Electrical resistance values were not significantly different between
sows ovulating at 102, 115, 126 and 140 h post-weaning at any time point prior to
ovulation (Figure 2a). However, electrical resistance at 0 h (ovulation time) was

significantly higher for sows ovulating at 126 h compared to those ovulating at 115 and
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102 h (36.3 + 0.82, 31.8 + 1.52, and 31.0 = 1.54 Q, for 126, 115 and 102 h post-
weaning, respectively; P = 0.01; Figure 2b). There was no relationship between time of

lowest VER and time of ovulation (data not shown).

4. Discussion

Timing of sperm deposition relative to ovulation is crucial to achieve good
fertility rates in weaned sows, especially if using a single timed-Al protocol or reduced
sperm numbers per dose. In the present study, we assessed whether VER provided a
reliable tool to predict time of ovulation in weaned sows. Numerous studies have shown
that VER fluctuations reflect changes in steroid and gonadotrophic hormone levels (6,
8, 14). Consequently, vaginal probes have been employed during the periestrus period
or throughout the estrous cycle for non-invasive monitoring of VER in cyclic gilts and
sows in order to detect estrus but, to our knowledge, there is no information in the

potential use of VER to detect ovulation.

Results from this experiment show significant VER changes in weaned sows
prior to ovulation but do not support our hypothesis that preovulatory VER levels will
differ between sows having an early or late ovulation. Patterns of VER in the present
study did not differ from previous experiments, with a gradual decrease post-weaning
followed by an increase prior to ovulation. The decrease in VER levels has been
associated with the peak of estradiol which occurs prior to the LH surge, while the
electrical resistance increased gradually around the LH peak (8). Changes in VER levels
in the current study took place over a 4 to 5 day period, while the time difference
between sows with an early and late ovulation was less than 30 h. As such, it is likely

that changes in VER at different ovulation times are too small to be detected accurately,
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especially since VER seems not to be directly associated with ovulation itself, but to
changes in sexual hormone levels (8, 6). In addition to the lack of periovulatory
changes, VER values were highly variable between sows at any given time point. This
variability is likely due to the effect of external factors on the sow, such as season,
parity or WEI, that act directly at the vaginal level and also through changes in the
sexual hormones levels (6, 15). A previous study indicated that shorter WEI were
associated with lower VER values earlier in the estrus period (6). Although we did not
observe this effect in the present study, we found a significant seasonal effect on VER
that could contribute to the high variability between our sows and also to the lack of
correlation observed between time at the lowest VER and time of ovulation. In addition
to external factors, the electrical resistance of the vaginal mucus in the sow may also be
affected by internal factors such as mucus composition, its density, or the sow body
temperature. Indeed, changes in the mucin content of the vaginal mucus in women
influenced the mucus viscoelasticity during the menstrual cycle (16), and changes in the
electrolytic composition (Na*, K™ and CI") of the cervical mucus has been associated
with changes in estrogen levels (17). We conclude that, while changes in VER occur
prior to and after ovulation, differences in VER cannot be used to accurately predict the

time of ovulation in sows.
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Figures

Caption: Evolution of vaginal mucosa electrical resistance (ER) mean values (z SE)
before and after the observed time of ovulation in weaned sows in autumn (Fig. 1a),

winter (Fig. 1b) and spring (Fig. 1c).

Evolution of vaginal mucosa ER mean values (x SE) during the first 164 h post-
weaning (Fig. 2a) and before and after the observed time of ovulation (Fig. 2b), grouped
by sow ovulation category (groups 102, 115, 126 and 140, for sows ovulating at 102,

115, 126 and 140 h post-weaning, respectively).
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Figure 1b:
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Figure 2a:
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Capitulo 9. Resumen global de

metodologia y resultados
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Con el objetivo de mejorar el rendimiento reproductivo de la cerda, en un primer
lugar, identificando a las nuliparas con el mayor potencial fértil y, posteriormente,
implantando nuevas estrategias de manejo de la reproduccion que mejoren su fertilidad

en partos subsiguientes, fueron desarrollados 4 ensayos experimentales.

El primer experimento tiene como objetivo determinar si la estimulacion
temprana de la pubertad en nuliparas, mediante la exposicién al verraco o la
administracion de PG600®, esta asociada a una mejora de la fertilidad al primer parto.
Para ello, 382 nuliparas que no habian alcanzado la pubertad fueron seleccionadas de 5
lotes mensuales, de aproximadamente 300 nuliparas/lote, y distribuidas en dos grupos
experimentales. EI primero de ellos, grupo PG600 (n = 181), fue conformado por
nuliparas seleccionadas al azar a los 154 dias de edad para recibir una inyeccion
intramuscular (IM) de PG600® (5mL). El segundo grupo, grupo Control (n = 201), fue
constituido por nuliparas que no recibieron tratamiento hormonal alguno y que fueron
seleccionadas de los mismos lotes mensuales de los cuéles fueron seleccionadas las
nuliparas tratadas con PG600®. La seleccién de las nuliparas para el grupo Control se
llevd a cabo en base a que fueron las primeras hembras no tratadas hormonalmente en
alcanzar la pubertad, tras el inicio de la exposicion al verraco, de cada uno de los 5 lotes
mensuales. El reflejo de inmovilidad en la nulipara durante la realizacion del test de
presidn sobre la grupa, en presencia del verraco, fue considerado como una respuesta de
celo positiva. La exposicion al verraco se inici6 a los 155 dias de edad y se desarrolld
introduciendo a los verracos dentro de los corrales de las nuliparas por un periodo de
tiempo de 20-30 min por dia, para estimular el inicio de la pubertad y facilitar la

deteccidn del primer celo. Posteriormente a la exposicién directa, los verracos fueron
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retirados a corrales adyacentes y, durante 4 h diarias, se permitié un contacto entre

nuliparas y verracos a traves de la valla de separacion hasta alcanzarse la pubertad.

Las nuliparas tratadas con PG600® que alcanzaron la pubertad dentro de los 7
primeros dias o pasados los 7 primeros dias posteriores al tratamiento hormonal fueron
clasificadas como nuliparas de respuesta de celo temprana o tardia a la PG600®
(nuliparas ER y LR, respectivamente). Dentro del grupo Control, una respuesta de celo
dentro de los 30 primeros dias o pasados los 30 primeros dias desde el inicio de la
exposicion al verraco clasifico a las nuliparas Control como selectas (CS) o no selectas
(NS), respectivamente (Patterson et al., 2010a). Alcanzada la pubertad, la exposicion
directa al verraco continud diariamente hasta la deteccion del segundo celo, periodo
durante el cual las nuliparas fueron entrenadas para el uso de sistemas automaticos de
alimentacion. Transcurrido este periodo de aprendizaje (4-5 semanas), todas las
nuliparas fueron alojadas en jaulas individuales de inseminacién, donde continu6 su
exposicion al verraco. Las nuliparas fueron inseminadas por primera vez tras alcanzar
un peso aproximado de 130 kg, independientemente del numero total de celos
previamente observados (de 2 a 5). La primera IA se llevo a cabo a la deteccion del
primer celo y fue repetida 12 y 24 h después, si persistia el reflejo de inmovilidad en
presencia del verraco. Los datos registrados en el presente experimento fueron: la edad,
el peso y el espesor del tocino dorsal tanto en la seleccion de las nuliparas como a la
primera IA; asi como el nimero de celos observados, los indices de parto y de retorno al
celo tras la primera IA y el tamafio de camada al primer parto (i.e., nUmero total de

lechones nacidos y de lechones nacidos vivos).
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Del total de nuliparas en seguimiento, cuatro de ellas tratadas con PG600®
fueron retiradas del experimento (dos de ellas, no alcanzaron la pubertad y otras dos,
fueron sacrificadas por cojera y una pobre condicion corporal, respectivamente). La
proporcion de nuliparas que alcanzaron la pubertad dentro de los 7 primeros dias
postratamiento fue superior en el grupo PG600, comparado con el grupo Control (67.5 =
4.3% vs. 5.7 £ 1.9%, respectivamente; P < 0.0001). Sin embargo, en el dia 30
postratamiento, un mayor porcentaje de nuliparas Control habian alcanzado la pubertad,
con respecto a aquellas tratadas con PG600® que habian mostrado el primer celo (84.7 +
3% vs. 75.7 £ 3.7%, respectivamente; P = 0.08). Las nuliparas con una respuesta rapida
de celo al tratamiento con PG600® y aquellas Control selectas presentaron una menor
edad a la primera IA, en comparacién con sus homologas de respuesta tardia al
tratamiento hormonal y a la exposicién al verraco; siendo las nuliparas con una
respuesta rapida de celo a la PG600® las de menor edad (P < 0.001; Tabla 1). Las
nuliparas con una respuesta rapida de celo a la PG600® presentaron un mayor peso a la
primera 1A, con respecto a las nuliparas Control selectas (P < 0.001); siendo las
nuliparas con una respuesta tardia de celo a la PG600® las de mayor peso a la primera
IA, al ser comparadas con sus homoélogas de respuesta rapida a la estimulacion
hormonal (P = 0.03). No se observaron diferencias significativas en el espesor del
tocino dorsal a la primera IA entre los distintos grupos. La proporcién de nuliparas con
3 0 mas celos observados en el momento de la primera 1A fue mayor dentro del grupo
de nuliparas Control selectas, en comparacion con los grupos de nuliparas que
presentaron tanto una respuesta de celo temprana como tardia a la PG600® (P < 0.001).
No se detectaron diferencias significativas en el indice de partos ni en el tamafio de

camada entre los cuatro grupos de tratamiento.
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El segundo experimento tiene como objetivo establecer si un periodo de
lactacion prolongado (i.e., 5 semanas), asociado a un protocolo de induccion y
sincronizacion del celo con PG600® al destete, es capaz de mejorar la fertilidad de la
cerda primipara al segundo parto. Un total de 472 cerdas primiparas lactantes fueron
incluidas en este experimento, el cual fue desarrollado a lo largo de un afio y distribuy6
a las primiparas en 7 réplicas. Después de 3 semanas de lactacion, las cerdas primiparas
fueron asignadas aleatoriamente a uno de cuatro tratamientos: 1) W3 (n = 165); destete
a los 21 dias de lactacion, sin administracién de PG600® al destete, 2) W5 (n = 103);
destete de la camada original a los 21 dias de lactacién y transferencia inmediata de una
segunda camada de lechones con 7 dias de edad para una lactancia adicional de 2
semanas, sin administracion de PG600® al destete final después de 5 semanas de
lactacion, 3) W3+P (n = 108); destete a los 21 dias de lactacion y administracion de una
inyeccion IM (5 mL) de PG600® al destete, y 4) W5+P (n = 96); destete de la camada
original a los 21 dias de lactacion y transferencia inmediata de una segunda camada de
lechones con 7 dias de edad para una lactancia adicional de 2 semanas, con
administracion de una inyeccién IM (5 mL) de PG600® al destete final después de 5
semanas de lactacion. Las camadas transferidas a las cerdas primiparas nodrizas fueron
conformadas con lechones de 7 dias de edad, que presentaban un peso y tamafio
menores para su edad y que requerian de una nueva cerda nodriza con demostrada
capacidad lactante. EI nimero de lechones transferidos a la primipara nodriza fue

idéntico al namero de lechones que dicha hembra habia amamantado previamente.

Tras el destete final, las cerdas primiparas fueron alojadas en jaulas individuales
de inseminacion para ser expuestas al verraco una vez al dia, por un periodo

aproximado de 1 h, y facilitar la deteccion del primer celo posdestete. A la deteccion de
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dicho celo, y 24 h después si todavia persistia el reflejo de inmovilidad en presencia del
verraco, fueron inseminadas. Los datos registrados en el presente experimento fueron: la
duracién total de la lactacion de la cerda primipara, su nimero total de lechones
destetados al primer parto, el intervalo destete-celo (IDC), los indices de parto y de
retorno al celo tras la primera IA posdestete y el tamafio de camada al segundo parto

(i.e., numero total de lechones nacidos y de lechones nacidos vivos).

El nimero total medio de lechones destetados al primer parto fue superior para
los grupos de cerdas primiparas que recibieron una segunda camada de lechones y
prolongaron su lactacion hasta las 5 semanas (W5 y W5+P; Tabla 1). Sin embargo, no
existieron diferencias entre los grupos W5+P y W5 ni entre los grupos W3+P y W3 en
cuanto al numero total medio de lechones destetados al primer parto (Tabla 1). La
proporcion de primiparas W3+P que mostraron signos de celo dentro de los 6 primeros
dias posdestete, tras un periodo de lactacién de 3 semanas y ser tratadas con PG600® al
destete, aumentd en comparacion con sus homologas W3, que no recibieron dicho
tratamiento hormonal tras 3 semanas de lactacidn (86.2% vs. 64.0%, respectivamente; P
< 0.001). Sin embargo, el porcentaje de primiparas W5+P en celo hacia el dia 6
posdestete no fue diferente del obtenido en el grupo de primiparas W5 observadas en
celo durante los 6 primeros dias posdestete (79.4% vs. 69.1%, respectivamente; P =
0.13). La proporcion de primiparas sacrificadas antes de la primera IA posdestete para
cada grupo de tratamiento no se vio afectada ni por la duracion de la lactacion ni por el
tratamiento de induccion del celo posdestete; asi como no existieron diferencias en el
indice de partos entre los distintos tratamientos. En cuanto al tamafio de camada al
segundo parto para el total de lechones nacidos vivos, éste mostrd una tendencia a

aumentar dentro del grupo de primiparas W5, en comparacion con el grupo de
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primiparas W5+P (14.0 £ 0.4 comparado con 13.1 + 0.5, respectivamente; P = 0.1), y
también fue significativamente mayor en las primiparas W3 comparado con sus
homdlogas W3+P (12.1 £ 0.4 comparado con 11.3 + 0.4, respectivamente; P < 0.05). El
tamafo de camada al segundo parto para el total de lechones nacidos fue similar entre
las primiparas W5+P y W5 (14.0 £ 0.5 y 14.5 + 0.4, respectivamente; P = 0.36), pero
fue significativamente mayor para el grupo de primiparas W3 comparado con el
obtenido en el grupo W3+P (12.6 + 0.3 comparado con 11.7 + 0.4, respectivamente; P <
0.05). En términos generales, las primiparas pertenecientes a los grupos con una
lactacion extendida (W5 y W5+P) presentaron camadas de mayor tamafio al segundo
parto, con respecto a sus homologas destetadas a los 21 dias de lactacion (W3 y W3+P;

P < 0.001).

El tercer experimento tiene como objetivo determinar si una respuesta de celo
temprana o tardia al tratamiento con PG600® o a la exposicién al verraco en nuliparas,
para la induccion de su pubertad, afecta a la fertilidad a largo plazo de la cerda y a su
longevidad en el ciclo reproductivo de la explotacion. Para ello, un total de 532
nuliparas que no habian alcanzado la pubertad fueron utilizadas en el presente
experimento. Los detalles del manejo de las nuliparas ya han sido previamente
indicados dentro de este capitulo, durante el desarrollo metodoldgico llevado a cabo en
el primer experimento de la Tesis Doctoral (Hidalgo et al., 2014a). De forma resumida,
a los 154 dias de edad, cerdas nuliparas que no habian alcanzado la pubertad (n = 260)
recibieron una inyeccion IM de 400 Ul de gonadotropina corionica equina (eCG) mas
200 UI de gonadotropina coriénica humana (hCG; PG600®, Merck Animal Health, NJ,
USA). Las nuliparas Control, no tratadas hormonalmente, (n = 272) fueron

seleccionadas de la misma poblacion animal. Comenzando a los 155 dias de edad, todas
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las nuliparas fueron expuestas directamente a la exposicién al verraco durante 20-30
min diarios, para estimular el inicio del primer celo y facilitar su deteccion. Las
nuliparas tratadas con PG600® que alcanzaron la pubertad dentro de los 7 primeros dias
0 pasados los 7 primeros dias posteriores al tratamiento hormonal fueron clasificadas
como nuliparas de respuesta de celo temprana o tardia a la PG600® (nuliparas ER y LR,
respectivamente). Dentro del grupo Control, una respuesta de celo dentro de los 30
primeros dias o pasados los 30 primeros dias desde el inicio de la exposicion al verraco
clasific6 a las nuliparas Control como selectas (CS) o no selectas (NS),
respectivamente. Las nuliparas fueron inseminadas de forma artificial tras alcanzar un
peso aproximado de 130 kg, independientemente del nimero total de celos observados
(de 2 a 5). La primera 1A se realiz6 a la deteccion del celo y, posteriormente, fue
repetida a las 12 y 24 h posteriores a la primera deteccion del celo si persistia el reflejo

de inmovilidad en presencia del verraco.

Un total de 480 nuliparas produjeron una primera camada de lechones al primer
parto, y 472 de ellas fueron asignadas de forma aleatoria a uno de cuatro tratamientos
después de 3 semanas de lactacidn. Las restantes 8 cerdas primiparas fueron sacrificadas
por causas no reproductivas antes de concluir el periodo de lactacion. Los detalles del
manejo de las cerdas primiparas ya han sido previamente indicados dentro de este
capitulo, durante el desarrollo metodoldgico llevado a cabo en el segundo experimento
de la Tesis Doctoral (Hidalgo et al., 2014b). De forma resumida, después de 3 semanas
de lactacion, las cerdas primiparas fueron asignadas aleatoriamente a uno de cuatro
tratamientos: 1) W3 (n = 165); destete a los 21 dias de lactacion, sin administracion de
PG600® al destete, 2) W5 (n = 103); destete de la camada original a los 21 dias de

lactacidn y transferencia inmediata de una segunda camada de lechones con 7 dias de
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edad para una lactancia adicional de 2 semanas, sin administracion de PG600® al
destete final después de 5 semanas de lactacion, 3) W3+P (n = 108); destete a los 21
dias de lactacién y administracion de una inyeccién IM (5 mL) de PG600® al destete, y
4) W5+P (n = 96); destete de la camada original a los 21 dias de lactacion y
transferencia inmediata de una segunda camada de lechones con 7 dias de edad para una
lactancia adicional de 2 semanas, con administracion de una inyeccion IM (5 mL) de
PG600® al destete final después de 5 semanas de lactacion. No se llevé a cabo ninguna
intervencion adicional sobre las hembras y el seguimiento de los animales en estudio
comprendié el periodo desde la cerda nulipara con 155 dias de edad hasta la primera IA
realizada tras el destete de la camada correspondiente al cuarto parto. La fertilidad de
las hembras fue examinada segun el nimero de camadas producidas y el nimero total
de lechones producidos en dichas camadas; su longevidad fue valorada segln el indice
de retencion observado una vez alcanzado el cuarto parto. Estas variables fueron
elegidas para realizar los andlisis oportunos porque las consideramos como los mejores
indicadores de evaluacion del rendimiento reproductivo de la cerda a largo plazo en una

explotacion porcina.

De las 532 nuliparas en las que se inicio el experimento, 33 hembras tratadas con
PG600® y 19 Controles fueron eliminadas del mismo sin que hubieran alcanzado el
primer parto. Otras 5 nuliparas tratadas hormonalmente y 3 Controles fueron eliminadas
después de producir una primera camada pero antes de ser asignadas a uno de los 4
grupos de tratamiento tras las 3 semanas de lactacion, debido a causas no reproductivas.
Ni la duracién de la lactacion en la cerda primipara ni el tratamiento con PG600®
administrado al destete a las cerdas primiparas tuvieron ningun efecto significativo

sobre alguno de los parametros medidos en este experimento, de tal forma que solo los
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efectos principales del tratamiento con PG600® administrado a las cerdas nuliparas
sobre los pardmetros registrados fueron evaluados. El tratamiento con PG600® en
nuliparas para la induccion de la pubertad si tuvo un efecto significativo sobre el indice
de retencion de los hembras en la explotacién. El indice de retencion de las nuliparas
hasta alcanzar la primera IA posterior al destete de la camada correspondiente al cuarto
parto tendio a ser inferior para el grupo de nuliparas LR comparado con el grupo de
nuliparas NS (50% vs. 69.4%, respectivamente; P = 0.09; Tabla 1). Los indices de
retencion de las nuliparas ER y CS fueron intermedios (56.4% y 66.8%,
respectivamente). El tipo de respuesta de celo al tratamiento asignado a las nuliparas
para la induccién de la pubertad no mostré un efecto significativo ni sobre el tamafio
medio de las camadas (total de lechones nacidos y nacidos vivos) ni sobre el nimero

medio de camadas producidas por cerda durante el periodo evaluado (Tabla 1).

El objetivo del cuarto y altimo experimento de la Tesis Doctoral es determinar si
los valores posdestete de resistencia eléctrica del moco vaginal (REV) pueden ser
utilizados para predecir el momento de la ovulacion en la cerda, considerando su
namero de partos y posibles variaciones estacionales. Un total de 76 cerdas con distinto
namero de parto (rango: 1-12 partos) fueron utilizadas en el presente experimento y
distribuidas en 6 réplicas consecutivas. Cada una de las réplicas fue constituida al
destete (réplicas del 1 al 6, n =22, 12, 12, 10, 10 y 10, respectivamente). Las estaciones
del afio evaluadas fueron: primavera (réplicas 1, 2 y 3; n = 46), otofio (réplicas 4 y 5; n
= 20) e invierno (réplica 6; n = 10). Las cerdas destetadas fueron alojadas en jaulas
individuales de inseminacion y expuestas durante 5 min al dia al verraco durante los 7
primeros dias posdestete, con el fin de facilitar la deteccién del celo. La exposicion al

verraco comenzd al dia siguiente al destete y se prolongd hasta el dia 7 posdestete, para
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determinar el inicio y el final del periodo de celo. Se llevo a cabo un seguimiento
ecografico, via transrectal, del crecimiento folicular y del momento de la ovulacion a las
91, 102, 115, 126, 140 y 146 h posdestete. El dia del destete y la hora 2.00 pm del
mismo se establecieron como Dia 0 y Hora 0, respectivamente. El momento de inicio de
la ovulacion fue definido como aquel en el que comienzan a desaparecer los foliculos de
mas de 6.5 mm de didmetro. Las mediciones de REV (n = 12 por cerda destetada) se
llevaron a cabo segun el siguiente esquema de tiempos: a las 20, 44, 68, 91, 96, 102,
115, 120, 126, 140, 146 y 164 h posdestete, utilizando una sonda vaginal cilindrica
Draminski® con dos electrodos en su extremo terminal. La sonda fue insertada en el
tracto vaginal, dejando un cuarto de su longitud fuera del mismo. Cada lectura de REV
fue tomada por el mismo operario y obtenida por triplicado, de forma que los tres

valores se utilizaran para calcular su media aritmética.

Todas las cerdas que formaron parte del experimento mostraron signos de celo
antes del dia 5 posdestete: 8 cerdas (10.5%) a las 91 h, 57 (75%) a las 102 hs y 11
(14.5%) a las 120 h posdestete. Igualmente, todas ellas ovularon alcanzado el dia 6
posdestete: 14 cerdas (18.4%) a las 102 h, 12 (15.8%) a las 115 h, 46 (60.5%) a las 126
hy 4 (5.3%) a las 140 h posdestete. EI nimero medio de partos de las cerdas
pertenecientes a las réplicas 1-6 fue de 4.2, 4.2, 4.6, 4.7, 6.0 y 6.5, respectivamente.
Hubo un efecto significativo del nimero de partos sobre el momento de la ovulacion,
siendo las cerdas de menor edad las que presentaron una ovulacién mas temprana,
respecto a sus homologas de mayor edad (cerdas con 4.21 + 0.21, 4.06 + 0.23, 5.30 £
0.12 y 525 £ 0.4 partos, ovulando a las 102, 115, 126 y 140 h posdestete,
respectivamente; P < 0.001). Los valores de REV mostraron una tendencia cubica a lo

largo del experimento (P = 0.0001), descendiendo entre las 120 y las 31 h previas al
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momento de la ovulacion (considerando, ahora, al momento de la ovulacion como Hora
0), para luego aumentar hasta las 40-50 h posteriores a la ovulacién. Los valores medios
maximo y minimo de REV fueron de 46.5 + 4.6 Q a las 50 h posovulacion y de 27.2 +
2.7 Q a las 30 h preovulacion, respectivamente. Considerando el momento de la
ovulacion como Hora 0, los valores de REV fueron significativamente menores entre las
50 y las 5 h previas a la ovulacion en el otofio (P < 0.01; Figura 1a) y entre las 40 y las
21 h previas a la ovulacion en el invierno (P < 0.01; Figura 1b). No se detectaron
diferencias en los valores de REV antes de la ovulacion durante la estacion primaveral
(Figura 1c). Los valores de REV no fueron significativamente diferentes entre las cerdas
que ovularon a las 102, 115, 126 y 140 h posdestete en ninguna de las mediciones
realizadas antes de la ovulacion (Figura 2a). Sin embargo, la REV en el momento de la
ovulacién (Hora 0) fue significativamente mayor en el grupo de cerdas que ovularon a
las 126 h posdestete, en comparacion con aquellas que ovularon a las 115 y a las 102 h
posdestete (36.3 £ 0.82, 31.8 = 1.52 y 31.0 = 1.54 Q, para los grupos de cerdas que
ovularon a las 126, 115 y 102 h posdestete, respectivamente; P = 0.01; Figura 2b). No
se obtuvo relacion entre el momento de la medicion que aportd el valor méas bajo de

REV y el momento observado de la ovulacion.
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Capitulo 10. Discusion general
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El tratamiento con gonadotropinas exdgenas (p. e., PG600®) en cerdas nuliparas
que no han alcanzado la pubertad se trata de una practica habitual utilizada para
instaurar el inicio de su actividad ovarica ciclica (Kirkwood, 1999). Sin embargo,
considerando que las nuliparas que alcanzan antes la pubertad se suponen
inherentemente mas fértiles (Nelson et. al., 1990), y dado que dicho tratamiento esta
especialmente indicado en aquellas situaciones en las cuales se observan retrasos en el
inicio de la pubertad, es razonable pensar que su empleo pueda provocar la inclusion de
nuliparas relativamente menos fértiles y con un peor rendimiento reproductivo a largo
plazo dentro de la explotacion (Schukken et al., 1994; Le Cozler et al., 1998). A pesar
de ello, adelantar el inicio de la pubertad y conseguir un pool de nuliparas ciclicas de
reposicion, que presenten un registro de varios ciclos estrales previos a la primera 1A
(Kirkwood, 2008), supone una estrategia que permite determinar el grado de fertilidad
inherente a la nulipara, a la vez que garantiza el éxito de la reposicion y el cumplimiento

del objetivo anual del total de lechones destetados de la explotacion.

Nuestro primer experimento fue llevado a cabo para determinar si la induccién
temprana de la pubertad en la nulipara puede asociarse con una mejora de su fertilidad
al primer parto. La hipdtesis examinada plantea que las nuliparas que alcanzan la
pubertad dentro de los 7 primeros dias posteriores al tratamiento gonadotropico son mas
fértiles que sus homdlogas con una respuesta de celo mas tardia (i. e., > 7 dias) al
tratamiento hormonal. En un intento por aumentar ain mas la sensibilidad de la
deteccidn de las nuliparas menos fértiles, se llevo a cabo una comparaciéon del grupo
tratado con PG600® con un grupo de nuliparas Control selectas. Estas nuliparas fueron
seleccionadas en base a que presentaron una respuesta rapida de celo (i. e., < 30 dias)

tras el inicio de su exposicion al verraco. Los resultados obtenidos indican que un
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67,5% de las nuliparas tratadas con PG600® alcanzaron la pubertad dentro de los 7
primeros dias postratamiento, resultado que coincide con los obtenidos en experimentos
previos (Kirkwood, 1999; Manjarin et al., 2009a,b). Por el contrario, Gnicamente el
5,7% de la poblacién de nuliparas Control alcanz6 la pubertad en el mismo periodo de
tiempo tras el inicio de la exposicion al verraco. Dichos resultados ponen de manifiesto
que el tratamiento con PG600® a los 154 dias de edad es dtil para inducir una pubertad
temprana. Sin embargo, y analizando el ciclismo de la actividad ovérica a través del
registro de ciclos estrales previamente observados al momento de la primera IA,
obtuvimos una mayor proporcion de nuliparas Control con, al menos, 3 ciclos estrales
antes de recibir su primer servicio de IA. Por lo tanto, aunque el tratamiento con
PG600® proporciond un estimulo suficiente a la mayoria de las nuliparas para alcanzar
su pubertad dentro de los 7 primeros dias posinyeccion, es posible que muchas de estas
nuliparas tratadas hormonalmente no fueran lo suficientemente maduras, en términos
fisioldgicos, para mantener una actividad ovérica ciclica de formar regular y mostrar un
adecuado comportamiento de celo. O bien la detencion temporal de la actividad ovarica
o la aparicién de celos silentes pudieron afectar al ciclismo y/o a la regularidad de la

actividad ovarica en dichas hembras, a priori, fisiologicamente menos maduras.

A nuestro juicio, este experimento se trata del primero que compara el
rendimiento reproductivo de nuliparas que muestran una respuesta rapida o lenta de celo
al tratamiento con gonadotropinas exdgenas para la induccion de su pubertad. Sin
embargo, y en contra de nuestras expectativas, no observamos diferencias en el indice
de parto ni en el nimero de lechones nacidos al primer parto entre las nuliparas tratadas
con PG600® que alcanzaron la pubertad dentro de los 7 primeros dias postratamiento y

aquellas con una respuesta de celo mas tardia (i. e., > 7 dias) a la inyeccion
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gonadotrépica. En consecuencia, dicho resultado no prueba nuestra hipotesis y, bajo las
condiciones del presente experimento, no se puede establecer una correlacion entre una
respuesta rapida de celo al tratamiento gonadotropico para instaurar el inicio de la
pubertad en la nulipara y una mejora de su fertilidad al primer parto. Es decir, que la
induccion hormonal de la pubertad a una edad temprana (i. e., 154 dias de edad) no
parece ser un método eficaz para determinar qué nuliparas son las mas indicadas para
ser incluidas y retenidas dentro del ciclo reproductivo de la explotacion y cuales
sacrificar antes de ser inseminadas, una vez alcancen un adecuado peso de mercado al
sacrificio. Aunque observamos una tendencia a presentar tamafios de camada mayores y
un mejor indice de parto en las nuliparas con una respuesta tardfa de celo a la PG600°,
debemos indicar que el tamafio de la muestra en cada grupo de tratamiento fue

relativamente bajo, lo cual supone una debilidad del experimento.

Este experimento no examind una posible asociacion entre la aparicién de una
pubertad temprana y la longevidad de la cerda dentro del ciclo reproductivo de la
explotacion. Sin embargo, otros investigadores han sugerido que una seleccion de
nuliparas para una menor edad al inicio de la pubertad supone la inclusion en el ciclo
reproductivo de la explotacion de hembras relativamente mas fértiles, con una esperada
mejora de su rendimiento reproductivo a largo plazo. Dicha mejora ha sido valorada en
términos de un incremento del indice de retencion de dichas cerdas dentro de la
explotacion durante los 3 primeros (Patterson et al., 2010a) o los 6 primeros partos
(Flowers, 2011), o bien a través de un aumento del nimero medio de partos de la cerda
al sacrificio (Holder et al., 1995). Consideramos, por lo tanto, que se trata de un aspecto
a tener en consideracién dentro de los programas de evaluacion y seleccién de las

nuliparas que se convertiran en futuras hembras reproductoras.
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Nuestro segundo experimento fue desarrollado con el objetivo de estudiar el
efecto de una lactacién prolongada (i. e., de 5 semanas) en cerdas primiparas, junto con
la induccién y sincronizacién del celo posdestete con PG600®, sobre su fertilidad al
segundo parto. La hipdtesis propone la consecucion de una mejora de la fertilidad al
segundo parto en las primiparas seleccionadas para experimentar una lactacion de 5
semanas, con respecto a sus homdlogas destetadas a los 21 dias de lactacion; asi mismo,
plantea una mejora en su induccion y sincronizacion del celo posdestete, resultante en
un aumento del indice de parto y del tamafio de camada al segundo parto, tras la

administracion de PG600® al destete.

Los resultados obtenidos confirman a la cerda primipara como tendente a
presentar una recuperacion relativamente lenta de su actividad ovérica posdestete.
Igualmente, se aprecia como el tratamiento con PG600® al destete incrementa la
proporcion de hembras en celo dentro de los 6 primeros dias posdestete, situacion
particularmente mas evidente cuando la duracion de la lactacion es relativamente corta,
facilitando la consecucion de los objetivos semanales de inseminaciéon (Kirkwood,
1999). La presencia de intervalos destete-celo (IDC) prolongados (i. e., > 5 dias),
ademas de dificultar el cumplimiento de los objetivos de inseminacion, esta asociada
con una reduccion del rendimiento reproductivo de la cerda (Wilson and Dewey, 1993)
y con un aumento de su probabilidad de sacrificio a una edad temprana (Tantasuparuk et
al., 2001). La administracion de gonadotropinas al destete, dentro del mismo lote de
cerdas destetadas, permite asegurar la sincronizacion del momento de aparicion del celo
posdestete. Esta sincronizacion va a asegurar una menor variacion de las posteriores
fechas de inseminacion y parto y, por lo tanto, minimizar la variabilidad en la edad de
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los lechones al destete al siguiente parto. Uno de los principales factores que
contribuyen a la aparicién de IDC prolongados es una ingesta nutritiva inadecuada
durante la lactacion, situacion que desemboca en una consiguiente pérdida de condicién
corporal al destete. Todo ello, en conjunto, compromete el reinicio de la actividad
ovarica y el crecimiento y desarrollo foliculares después de la lactacion (Eissen et al.,
2003; Schenkel et al., 2010) y, debido a su menor apetito innato, se trata de una
situacion que se da con maés frecuencia en la cerda primipara. Por ello, frente a un
analisis de los registros semanales de inseminacion que muestre un aumento de los IDC,
una posible actuacion para corregir este problema la encontramos en el uso de la
estimulacién hormonal del celo posdestete (p. e., con PG600®). Varios experimentos
previos han examinado los efectos de las gonadotropinas exdgenas sobre los IDC, y
todos ellos coinciden en que su administracion al destete acorta dichos intervalos y
mejora la sincronizacion del inicio del periodo de celo posdestete (De Rensis et al.,
2003; Kirkwood et al., 1998a). Los resultados obtenidos en nuestro experimento

también confirman dichos efectos.

Revisando la extensa bibliografia al respecto, podemos constatar la gran
variabilidad de resultados de fertilidad al siguiente parto tras el uso de las
gonadotropinas exdgenas para inducir y sincronizar el celo posdestete. Este hecho se
debe, en parte, a la falta de sincronizacion entre la 1A y el momento de la ovulacion. En
este punto, es importante recordar que la induccion gonadotropica del celo adelanta su
inicio y prolonga el periodo de celo, lo cual dificulta en gran medida la eleccion del
momento exacto de la IA y su sincronizacion con la ovulacién, si no se tiene en
consideracién este aspecto (Knox et al., 2001). Los resultados de nuestro experimento

no muestran diferencias en los indices de parto entre las primiparas que experimentaron
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una lactacion de 35 dias, independientemente de que recibieran o no el tratamiento con
PG600® al destete. Sin embargo, en el grupo de primiparas destetadas después de 35
dias de lactacion y administradas PG600® al destete, si observamos una tendencia a
presentar camadas de menor tamafio al segundo parto, en comparacion con Sus
homélogas con la misma duracién de la lactacién pero no tratadas con PG600®. Al
combinar el tamafio de camada y el indice de parto, detectamos como las primiparas
destetadas tras 5 semanas de lactacién y administradas PG600® al destete produjeron, de
media, 1,5 lechones menos por cerda inseminada, al ser comparadas con sus homologas
no tratadas con PG600®. Un descenso de tal calibre en rendimiento contrarresta los
beneficios asociados al uso de la PG600® en la cerda primipara destetada tras 35 dias de
lactacion. En el grupo de primiparas destetadas a las 21 dias de lactacion, el tratamiento
con PG600® al destete también provocé un descenso en los tamafios de camada al
segundo parto. Esta situacion pone de manifiesto la existencia de un equilibrio o
compensacion entre la reduccién en tiempo del IDC y el descenso del tamafio de
camada al siguiente parto, en lo que respecta a las primiparas destetadas a los 21 dias de
lactacion. Esta observacién de camadas de menor tamafio podria reflejar la existencia de
una menor fertilidad inherente en algunas de las hembras primiparas que fueron
inducidas hormonalmente para salir en celo tras el destete, con respecto a aquellas no
inducidas con PG600®y que dispusieron de mas tiempo para su recuperacién energética

y metabolica antes de la primera IA posdestete.

Independientemente de la administracion o no de PG600® al destete, nuestros
resultados muestran un aumento significativo de los tamafios de camada (nimero total
de lechones nacidos y nacidos vivos) al segundo parto en las cerdas primiparas que

recibieron una nueva camada de lechones para ser amamantados durante 14 dias y
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prolongaron su primera lactacion hasta el dia 35. Los lechones transferidos a las nuevas
hembras nodrizas presentaban Unicamente 7 dias de edad y eran, por lo tanto, de menor
tamafio y con una menor exigencia en la succién de leche que su camada originalmente
destetada. Ademas, aunque no se determind en este experimento, la ingesta alimentaria
de la cerda probablemente se mantuvo en niveles aceptables. El resultante de la
reduccion en las demandas metabodlicas para la lactacién debido a la succion de los
lechones, junto con unos planos de nutricion mantenidos o posiblemente en aumento,
probablemente contribuy6 a la obtencion de unos resultados similares a aquellos que se
producen con la técnica del “Split Weaning” o Destete Dividido. La técnica del “Split
Weaning” consiste en destetar a los lechones de mayor peso de la camada unos dias
antes que al resto de la misma. Zak y cols. (2008) observaron como una reduccién
drastica de la demanda energética para la lactacion provoca un aumento de la
concentracion plasmética circulante de la hormona luteinizante (LH), mejorando el
reinicio del crecimiento folicular ovérico posdestete. Por lo tanto, y aunque
especulativo, sugerimos que el efecto neto de una mejora del estado metabdlico al
destete se podria traducir en un aumento del indice ovulatorio al primer celo posdestete
y en una mejora de la calidad de los oocitos ovulados (Zak et al., 1997). En conjunto,
todo ello resultaria en un aumento del nimero de embriones viables, con el consiguiente
aumento del tamafio de camada al siguiente parto. Desde un punto de vista econémico,
los beneficios obtenidos como consecuencia de amamantar el excedente de lechones y
la posterior mejora del tamafio de camada al siguiente parto necesitan ser sopesados con
el retraso que se produce del momento de la inseminacion de la cerda y el alargamiento

del intervalo entre partos en las hembras utilizadas como madres adoptivas.
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Nuestro tercer experimento fue desarrollado con el objetivo de examinar si la
administracion o no de gonadotropinas exdgenas para la induccién de la pubertad en
cerdas nuliparas afecta a la fertilidad a largo plazo de la cerda y, en consecuencia, a su
longevidad dentro del ciclo reproductivo de la explotacion, considerando el tipo de
respuesta de celo observada al tratamiento hormonal. La hipotesis propone que tanto la
fertilidad a largo plazo como la longevidad de las nuliparas con una respuesta rapida de
celo a la estimulacion hormonal podrian encontrarse en niveles semejantes a los de
aquellas que alcanzan la pubertad de forma natural a una edad més temprana tras la
exposicion al verraco, consideradas como las futuras hembras reproductoras més fértiles
y con una mayor longevidad en una poblacion dada (Patterson et al., 2010a). Esta
situacion implicaria que una respuesta rapida de celo a la PG600®, al igual que en el
caso de la exposicién al verraco, para la induccion de la pubertad, podria relacionarse
con una mayor madurez fisioldgica del eje hipotadlamo-hipdfisis-ovérico a una edad
cronoldgica dada, y asociarse con un mejor rendimiento reproductivo a largo plazo de la

cerda.

La pregunta principal a la cual hemos intentado dar respuesta es; ¢podriamos
utilizar la respuesta de celo al tratamiento con PG600® en cerdas nuliparas para la
induccion de su pubertad como herramienta reproductiva para predecir su rendimiento
reproductivo a largo plazo? Si esto fuera asi, con las cerdas nuliparas mas fértiles
mostrando una respuesta de celo mas réapida a la PG600® con respecto a las nuliparas
menos fértiles, una ventaja econémica del tratamiento podria identificarse en base al
namero de camadas producidas y/o a la produccion total de lechones a lo largo de un
periodo definido de tiempo. El analisis de datos no revel6 un efecto a largo plazo sobre

los tamafios de camada ni sobre el nimero medio de camadas producidas por cerda del
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tratamiento con PG600® administrado para inducir la pubertad en cerdas nuliparas. Esta
situacion demuestra que la productividad a largo plazo de la cerda tras su induccion
prematura de la pubertad no se ve afectada, independientemente de la respuesta de celo
al tratamiento hormonal, lo que confirma resultados previos (Holtz et al., 1999;
Kirkwood et al.,, 2000). De una forma similar, y apoyando los resultados de
experimentos previos (Kirkwood et al., 1998b; Vargas et al., 2006), no encontramos
ningun efecto de la induccion hormonal del primer celo posdestete tras el primer parto

sobre el rendimiento reproductivo de la cerda en los siguientes partos.

Si se considera que dentro de una poblacion dada de nuliparas, encontramos una
distribucion normal de potenciales fertilidades, nosotros ademas planteamos que las
nuliparas con un potential fértil relativamente elevado y, en consecuencia, con una
mayor longevidad dentro del ciclo reproductivo de la explotacion, responderan de una
forma més rapida al tratamiento con PG600® administrado para inducir la pubertad. En
el presente experimento, aunque la productividad a largo plazo después de la induccién
de la pubertad con PG600® no se vié afectada, considerando las respuestas de celo, una
menor proporcion de nuliparas LR alcanzaron el cuarto parto y fueron inseminadas para
producir una quinta camada, en comparacion con las nuliparas NS; siendo intermedios
los indices de retencién al cuarto parto de las nuliparas ER y CS. Estos resultados
contrastan con los observados en el estudio de Kirkwood y cols. (2000), en donde la
induccion de la pubertad en nuliparas con PG600® no afect6 a la longevidad de la cerda.
Sin embargo, en dicho estudio, sus autores no se centraron en el tipo de respuesta de
celo a la terapia hormonal con PG600®, pero es muy significativo que las nuliparas
recibieron el tratamiento gonadotrépico a una edad (i. e., > 180 dias) y a un peso vivo (i.

e., > 110 Kg) superiores, en comparacion con los ejemplares de nuestro experimento.
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En tales condiciones de edad y peso, histéricamente, podria esperarse el inicio de forma
natural de la pubertad, pero también una respuesta de celo mas répida a la PG600®
administrada para inducir la pubertad. Sin embargo, bajo las condiciones de nuestro
estudio, con nuliparas significativamente mas jovenes y de menor peso, es l6gico pensar
en la existencia de un cierto grado de inmadurez fisiologica o relativa infertilidad en el
momento de la administracion del tratamiento gonadotrdpico, asi como en la aparicion
de un rango mas amplio de respuestas de celo a la PG600®, con un posible efecto
negativo sobre la longevidad de la cerda. En referente a nuestros resultados obtenidos,
queremos indicar que deberia considerarse que el tamafio muestral utilizado en cada uno
de los grupos de tratamiento fue relativamente variable, y especialmente reducido para
el grupo de nuliparas NS, debido al proceso de seleccién de las hembras, lo cual supone
una debilidad de nuestro experimento. Sin embargo, incluso en esta situacion, la
tendencia en el caso de los tamafios de camada, el niUmero de camadas producidas por
cerda y el indice de retencion al cuarto parto favorecié a la poblacién de nuliparas

Control.

El Gltimo experimento de nuestra Tesis Doctoral fue disefiado para determinar la
existencia de una posible relacion entre la resistencia eléctrica posdestete del moco
vaginal (REV) y el momento de la ovulacion. Los efectos del numero de parto de la
cerda y de la estacion del afio fueron considerados para valorar la fiabilidad de la REV
como herramienta de prediccion del momento de la ovulacion. La hipétesis propone a
las cerdas destetadas que muestran una pronta ovulacién durante el periodo de celo
como aquellas que van a presentar un incremento temprano de los valores posdestete de
REV, tras alcanzar su valor minimo, y que dicho incremento podria ser utilizado para

predecir el momento de la ovulacion.
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Una correcta sincronizacion entre la 1A y el momento de la ovulacion es crucial
para conseguir unos buenos indices de fertilidad en cerdas destetadas, hecho que
adquiere una mayor importancia cuando se utiliza un protocolo de IA a tiempo fijo con
una sola inseminacion o se llevan a cabo IA con una reduccion del ndmero de
espermatozoides por dosis. Numerosos experimentos han demostrado cémo la
fluctuacion de la REV durante el ciclo estral es el reflejo de los cambios en la
concentracion plasmatica de las hormonas gonadotropinas y esteroideas a lo largo del
mismo (Aboul-Ela et al., 1983; Dusza et al., 1996; Rezac et al., 2009). Por este motivo,
distintas sondas vaginales (Walsmeta®, Goldfinger®, Draminski®) han sido utilizadas
durante el periodo del periestro o a lo largo del ciclo estral para la monitorizacion no
invasiva de la REV en cerdas nuliparas ciclicas, primiparas y multiparas, con el objetivo
de detectar el inicio del periodo de celo. Sin embargo, y a nuestro juicio, no existe

informacidn sobre el potencial uso de la REV para detectar el momento de la ovulacion.

Los resultados de nuestro experimento muestran cambios significativos en la
REV de cerdas destetadas antes de la ovulacidn, pero no apoyan nuestra hipétesis de
que los niveles preovulatorios de REV difieran entre las cerdas que presentan una
ovulacion temprana o tardia. La evolucion posdestete de la REV en este experimento no
difiere de la observada en experimentos previos, con un descenso gradual tras el destete
seguido de un incremento progresivo antes de la ovulacion. La disminucion de los
valores de REV se ha asociado con el aumento progresivo de la concentracién
plasmatica de estradiol que tiene lugar antes de la ola preovulatoria de LH. Con el
descenso paulatino de los niveles plasmaticos de estradiol, la REV aumenta

gradualmente hasta que tiene lugar el pico preovulatorio de LH (Dusza et al., 1996). En
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nuestro experimento, los cambios en los valores de REV tuvieron lugar durante un
periodo de tiempo de entre 4 y 5 dias, mientras que la diferencia de tiempo registrada
entre las ovulaciones tempranas y tardias observadas fue inferior a las 30 h. Por lo tanto,
es muy probable que los cambios periovulatorios en los valores de REV, asociados a los
diferentes momentos de ovulacion observados, sean minimos e imperceptibles como
para ser detectados con precision, especialmente cuando la REV parece no estar
directamente asociada a la propia ovulacion en si, pero si a los cambios en los niveles
plasméticos de las hormonas sexuales a lo largo del ciclo estral (Dusza et al., 1996;
Rezac et al., 2009). Ademas, los valores de REV fueron altamente variables entre las
cerdas estudiadas en todas las mediciones llevadas a cabo. Esta variabilidad tiene su
base muy probablemente en el efecto de diversos factores externos sobre la cerda como,
por ejemplo, la estacion del afio, su ndmero de parto o el IDC, factores que actlan
directamente a nivel vaginal y también a través de cambios en los niveles plasméaticos
de las hormonas sexuales (Rezaé et al., 2002; 2009). Un experimento previo,
desarrollado por Reza¢ y cols. (2009), establece que los IDC maés cortos se encuentran
asociados con unos valores mas bajos de REV obtenidos antes tras el inicio del periodo
de celo. Aungue no observamos dicho efecto en nuestro experimento, si encontramos un
efecto estacional significativo sobre la REV que pudo contribuir a la alta variabilidad
observada de sus valores entre los animales en estudio, asi como a la falta de correlacion
detectada entre el momento en el que se observa el valor més bajo de REV vy el
momento de la ovulacion. Ademas de por factores externos, la REV en la cerda también
puede verse afectada por factores internos e inherentes al animal, tales como la propia
composicion del moco vaginal, su densidad o la temperatura corporal del animal. En
este sentido, se ha observado como la variacion en el contenido de mucina del moco

vaginal de la mujer, durante el ciclo menstrual, influye en su viscoelasticidad (Wolf et
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al., 1980) y, también, como los cambios en los niveles plasmaticos de estrdégenos a lo
largo del mismo alteran su composicion electrolitica (Na*, K™ y CI'; Gould and Ansari,

1981).
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Chapter 11. Conclusions

205



206



Teniendo en cuenta que el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la
mejora del rendimiento reproductivo de la cerda mediante la identificacion de las
nuliparas con el mayor potencial fértil y la implantacion de nuevas estrategias de
manejo de la reproduccion que mejoren la fertilidad a largo plazo, y considerando los

resultados obtenidos, podemos formular las siguientes conclusiones:

PRIMERA:

El tratamiento con PG600® en cerdas nuliparas que no han alcanzado la pubertad
proporciona una herramienta reproductiva eficaz para la inducciéon de una pubertad
temprana, obteniéndose tanto un indice de partos como unos tamafios de camada de
lechones nacidos vivos al primer parto en niveles similares a los observados en el grupo
de nuliparas Control selectas. De igual forma, podemos constatar que las nuliparas que
no manifiestan una respuesta rapida de celo a la estimulacion hormonal no ven

comprometida su posterior fertilidad al primer parto.

SEGUNDA:

Las cerdas primiparas destetadas a los 21 dias de lactacion tienden a presentar un
retorno al celo posdestete relativamente lento. Por lo tanto, su tratamiento con PG600®
al destete permite aumentar la proporcion de dichas hembras en celo dentro de los 6
primeros dias posdestete. Por el contrario, podemos observar como las ventajas del uso
del tratamiento gonadotropico al destete para la induccion y sincronizacion del celo son
menos evidentes en el grupo de primiparas destetadas tras 5 semanas de lactacion, ya

que la mejora obtenida ante la reduccion del intervalo destete-celo se ve contrarrestada
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por una reduccion de su rendimiento reproductivo al segundo parto, rendimiento

medido en términos del nimero total de lechones producidos por cerda inseminada.

TERCERA:

Independientemente de la administracion o no del tratamiento gonadotropico al
destete, se observa un incremento significativo en los posteriores tamafios de camada al
segundo parto en aquellas cerdas primiparas que experimentaron una primera lactacion
de 5 semanas de duracion. Este resultado muestra a la cerda primipara nodriza como
una alternativa para la cria del excedente de lechones, a la vez que supone una estrategia
de manejo de la reproduccion que permite mejorar su posterior tamafio de camada al

siguiente parto.

CUARTA:

El tratamiento con gonadotropinas exdgenas en cerdas nuliparas para la
induccién de la pubertad no incrementa la probabilidad de incluir nuliparas menos
fértiles en el ciclo reproductivo. Sin embargo, aunque la induccion hormonal de la
pubertad a una edad temprana no parece ser una herramienta reproductiva eficaz para la
seleccion de nuliparas con el mayor potential fértil a largo plazo, una respuesta de celo
tardia a la administracion de gonadotropinas exogenas en cerdas nuliparas a los 154 dias
de edad podria ser predictiva de nuliparas con una probabilidad reducida de ser

retenidas al cuarto parto.

208



QUINTA:

A pesar de las variaciones detectadas en la resistencia eléctrica del moco vaginal
antes y después del momento de la ovulacion, y considerando tanto el efecto estacional
como del numero de parto sobre la resistencia eléctrica del moco vaginal y el momento
de la ovulacion, respectivamente, podemos concluir que las diferencias en la resistencia
eléctrica del moco vaginal no pueden ser utilizadas para predecir de forma exacta el

momento de la ovulacion en la cerda.
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Given that the overall objective of the present Ph.D. dissertation is the
improvement of sow reproductive performance by identifying gilts with the greatest
fertile potential, and the implantation of new reproductive management strategies that
enhance long-term fertility, and considering the results obtained, we can state the

following conclusions:

FIRST:

PG600® treatment is an effective tool to induce an earlier estrus in prepubertal
gilts, showing that both subsequent farrowing rate and born alive litter size at the first
parity compare favorably to those of select gilts. Furthermore, gilts failing to respond

promptly to hormonal stimulation do not exhibit compromised fertility at the first parity.

SECOND:

Primiparous sows weaned after 21 days of lactation may be relatively slow
returning to estrus after weaning; therefore, treatment of these sows with PG600® at
weaning is a useful tool to increase the proportion of sows in estrus within 6 days of
weaning. In contrast, among sows lactating for 5 weeks, the advantages of using
PG600® at weaning are less clear in that improvement in weaning to estrus interval is
offset by a reduced reproductive performance at the second parity, as measured by pigs

produced per sow bred.
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THIRD:

Independently of administering or not the gonadotrophin treatment at weaning, a
significant increase in subsequent litter sizes at the second farrowing for primiparous
sows experiencing a 5-week-long first lactation is observed. This result shows
primiparous nursing sows as an alternative for raising excess piglets while also

improving their subsequent litter size at the second parity.

FOURTH:

Gonadotrophin treatment of gilts to induce puberty does not increase the
likelihood of introducing less fertile gilts in the breeding herd. However, although
hormonal induction of puberty at an early age does not appear to be an effective
reproductive tool of selecting gilts with the greatest long-term fertility, a late estrus
response to administration of exogenous gonadotrophins to pre-pubertal gilts at 154
days of age could be predictive of gilts with a reduced likelihood of retention to parity

4.

FIFTH:

In spite of the variations detected in the vaginal electrical resistance prior to and
after ovulation, and considering both the seasonal effect and parity number on the
vaginal electrical resistance and time of ovulation, respectively, we conclude that
differences in the vaginal electrical resistance cannot be used to accurately predict the

time of ovulation in sows.
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