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Resumen

En la actualidad los resultados del uso del semen sexado en la superovulacién (SOV) no
han sido muy alentadores debido a la baja cantidad de espermatozoides usada, asi como
a la corta vida media de los mismos. En un trabajo previo realizado en Brasil en vacas
Holstein, se demostré que usando el protocolo de SOV P36/LH60 e inseminando con
semen sexado a las 18 y 30 horas de aplicado el inductor de la ovulacion (intervalo de 12
hs entre inseminaciones) se obtiene igual cantidad de estructuras transferibles que
inseminando a las 12 y 24 horas con semen no sexado. El objetivo de esta investigacion
fue ajustar las horas de la inseminacion artificial (IA) en vacas superovuladas e
inseminadas con semen sexado para lograr mejor sincronia con las ovulaciones y asi
aumentar la cantidad de embriones transferibles. Se evaluaron 2 momentos de IA en los
cuales el intervalo entre ambas se disminuyd a 6 hs. Para esto se usaron 30 vacas
Holstein en produccién superovuladas con el protocolo P36/LH60 y posteriormente se
dividieron aleatoriamente en tres grupos:1- grupo |A18/30 (control; n=10) con
inseminaciones realizadas a las 18 y 30 hs de aplicado el inductor de la ovulacion
(GnRH); 2- grupo 1A18/24 (n=10) sé insemind a las 18 y 24 hs de la GnRH y 3-grupo
IA24/30 (n=10) se inseminé a las 24 y 30 hs. En todos los casos se usé 2.1x10°
espermatozoides sexados / inseminacién. No se encontré diferencia estadistica en los
tres grupos en la cantidad de embriones transferibles (1,9+0,6; 4,1+15 y 1,3+0,4
respectivamente; p>0,05) ni en la proporcion de embriones transferibles sobre
estructuras totales (38,8%; 60,1% y 34,1% respectivamente). En conclusion, el bajo
namero de vacas en cada grupo y la alta variabilidad de la respuesta no permiten
evidenciar diferencias significativas con las alternativas evaluadas. Sin embargo, los
valores obtenidos sugieren realizar nuevos estudios para incrementar la casuistica y
reevaluar estos resultados.
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Abstract

The embryo production results after use of sex-sorted sperm to inseminate superovulated
cows (SOV) have not been very encouraging so far, due to the low quantity of sperms
used as well as their short half- life. In a previous study conducted in Brazil in Holstein
cows, it was shown that using the protocol of SOV P36/Lh60 and inseminating with sex-
sorted sperm at 18 and 30h (interval of 12hs between the two inseminations) after
application of the inductor of ovulation it was obtained a similar quantity of transferable
structures than inseminating at the 12 and 24h with non-sorted sperm. The aim of this
investigation was to adjust the moment of the artificial insemination (Al) in superovulated
and inseminated cows with sex-sorted sperm to achieve better synchrony with ovulations
and by this way to increase the quantity of transferable embryos obtained. For this, we
evaluated 2 moments of Al in which the interval between both were of 6hs. We used 30
lactating Holstein cows treated with the protocol P36/LH60 and, at insemination, were
divided at random in three groups: 1-group AI18/30 (control group; n=10), the Al were
carried out at the 18 and 30h after application of the inductor of the ovulation (GnRH); 2-
group Al18/24 (n=10) the Al inseminations were made at 18 and 24 h after GnRH and 3-
group Al24/30(n=10) the Al were made at 24 and 30h. In all cases, each insemination
was doing with 2.1 x 106 sex-sorted sperm. The results between groups were no different
in the quantity of transferable embryos (1,9£0,6;4,1+1,5 and 1,3+0,4respectively; p>0,05)
nor in the proportion of transferable from total structures (38,8%; 60,1% y 34,1%
respectively). In conclusion, the low number of cows in each group and the high variability
of responses do not permit to conclude on significant differences in the alternatives
evaluated. However, the numerical results lead to propose new studies to increase the
number of animals treated and so, reevaluate these results.
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INTRODUCCION

La produccion bovina enfocada a la lecheria tiene como objetivo secundario la
produccién de hembras de reposicién para poder mantener el hato. Si se considera que
de todos los nacimientos solo el cincuenta por ciento seran hembras, seria
econémicamente mas rentable y bioldgicamente mas eficiente si fuese posible solo
producir hembras. En la actualidad esto es viable con el uso de semen sexado que
desde 1992 se ha venido popularizando gracias a la Citometria de flujo, herramienta que
logra separar eficientemente a los espermatozoides X de los Y (Oses, Teruel, &
Cabodevila, 2009; Tubman et al., 2004).

Por otra parte, la superovulacion y la transferencia de embriones (SOTE) es una técnica
gue ha crecido en los ultimos afios y que ha tenido gran impacto en la multiplicacién de
individuos de alto valor genético y por lo tanto ha permitido acelerar el mejoramiento de
las ganaderias. En el caso especifico de las lecherias y, como ya se menciond antes, la
produccién de hembras de reposicion es fundamental para el mantenimiento de las
mismas por lo cual el uso de la SOTE asociada con el uso de semen sexado es una
herramienta de gran valor para lograr este objetivo.
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Varios trabajos han demostrado que esta combinacion no ha tenido el éxito esperado
probablemente debido a factores relacionados con la calidad del semen procesado. En
un trabajo de inseminacion artificial realizado por Frijters et al. (2009) en el que se uso
semen sexado de 7 toros, se determin6 que la disminucion de las tasas de prefiez en
relacién con la obtenida con semen convencional era del 13,6%. Esta disminucién resulto
de la combinacion de dos factores que influyeron en proporciones diferentes. Por un
lado, la baja cantidad de espermatozoides utilizados, responsable del 8.6%. Esto es
parte del problema, como fue demostrado en el estudio de Schenk, Suh, & Seidel Jr.
(2006), quienes determinaron que pasando de 2.1x10° 20x10° espermatozoides por
dosis, no se modificé significativamente la cantidad de embriones sexados obtenidos aun
cuando los valores fueron menores (1,3 vs 2,0 respectivamente).

Otra proporcién de la disminucion de la fertilidad del semen sexado (5%) se debe al
proceso de sexado del semen propiamente dicho. También existieron diferencias
significativas entre toros, lo que nos indica que no todo el semen sexado comercial tiene
la misma fertilidad.

También a partir del trabajo ya mencionado de Schenk et al. (2006) se pudo concluir que
la cantidad de hembras que se pueden obtener después de la SOTE con embriones
producidos con semen sexado es similar ala cantidad que se puede obtener con la
transferencia de embriones obtenidos con semen convencionalya que aunque se
producen la mitad de embriones en el primer caso estos seran todos hembras. Por elloy
a pesar de esto, resulta mas interesante producir embriones con semen sexado (DeVries
et al., 2008) que con semen convencional ya que con este se requiere transferir el doble
de embriones (y por lo tanto de receptoras) o realizar el sexado de los mismos previo a
su transferencia. Lo primero implica un alto costo en vacas receptoras (el doble del
necesario para embriones sexados). Por otra parte, la biopsia de embriones no parece
ser un método 6ptimo ya que el 50% de los embriones seran del sexo no deseado y se
desecharan y por otra el biopsiado de los embriones reduce su viabilidad y la posibilidad
de ser criopreservados (Hasler, Cardey, Stokes, & Bredbacka, 2002). Por ello, el uso de
una cantidad suficiente de semen sexado en vacas superovuladas resultara en la
produccién de mas gestaciones del sexo deseado con aproximadamente la mitad del
namero de receptoras reduciendo asi el costo de produccién asociado con gestaciones
de sexo indeseable incrementando la produccion y la eficiencia econdmica.

La inseminacion de las vacas superovuladas (SOV) en un momento cercano a la
ovulacién se espera que pueda mejorar la tasa de embriones producidos ya que el sexar
y congelar el semen, precapacita los espermatozoides disminuyendo su vida media y su
probabilidad de poder fertilizar los ovocitos (Maxwell et al., 2004; Underwood, Bathgate,
Maxwell, & Evans, 2009).

En un estudio realizado por Soares et al. (2011), en el cual utilizan un inductor de la
ovulacién 60 horas después de la aplicacion de la prostaglandina (Barros y Nogueira,
2001), se concluye que las inseminaciones se deben hacer a las 18 y 30 horas después
de la a aplicacién del inductor de la ovulacién. Con base en este ultimo estudio, el
objetivo que se plante6 en nuestro trabajo fue el de evaluar dentro de ese periodo si el
momento mas apropiado era en la primera (18/24hs) o la segunda mitad (24/30hs)
reduciendo asi el tiempo entre ambas inseminaciones a la mitad y tal vez mejorar lo
obtenido con el intervalo més largo.
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MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 30 vacas Holstein en produccién sanitariamente sanas, de tres a cinco
afios, una condicion corporal entre 2,5 a 3,5 (escala 1-5), una producciéon de leche
promedio de 12-18 litros, sin antecedentes de problemas reproductivos, ciclando y que
tuvieron respuesta a tratamientos superovulatorios previos. Se utilizd un disefio
experimental DCA.

Tratamiento de superovulacion e inseminacién artificial

A todas las vacas se les aplicé el protocolo de superovulacion P36/LH60 descrito por
Barros y Nogueira (2001) que consiste en aplicar un dispositivo intravaginal de
progesterona (P4)durante siete dias(dia 0-7). Al momento de colocar el dispositivo de P4
(dia 0) se aplicé 2 mg de benzoato de estradiol (BE, Gonadiol®) intramuscular (i.m).
Entre los dias 4 y 7 se aplic6 FSH-p (Folltropin ®) en un total de 280 mg i.m. divididas en
ocho dosis decrecientes dos veces al dia. En el dia 6 se aplico dos dosis de D-
Cloprostenol (250 g / dosis i.m.) conjuntamente con la sexta y séptima dosis de FSH-p.
En la dltima dosis de FSH-p se retiré el dispositivo de P4 y24h después se inyectd 200
Mg i.m. de Acetato de Gonadorelina (GnRH).

Para la Inseminacion Artificial (IA) los animales se dividieron en tres grupos:

Grupo 1A18/24 (n=10) IA realizada entre 18 y 24h de la aplicacion de GnRH;

Grupo 1A24/30 (n=10) IA realizada entre 24 y 30h de la aplicacion de GnRH 'y

Grupo 1A18/30 (control; n=10) IA realizada entre 24 y 30h de la aplicacion de GnRH.
(Figura 1).

En cada IA, realizada por el mismo inseminador, se usé una pajuela de semen congelado
sexado de 2.1 millones de concentracion que provino de un solo toro.
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Figura 1. Esquema del tratamiento de superovulacion, grupos de inseminacion artificial a tiempo
fijo y colecta de embriones.

Colectay Evaluacion de Embriones

En todas las vacas, a los 7 dias de la primera inseminacion, se realizo el proceso de
colecta no quirtrgica de embriones con un circuito cerrado con flujo continuo. Los
embriones fueron buscados bajo un estereoscopio de luz diascépica (15x), fueron
aislados y clasificados segun los parametros de la IETS (Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones). Se registré la cantidad de estructuras recuperadas, los
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ovocitos sin fecundar, los embriones degenerados o muertos (embriones de cédigo 3y 4)
y embriones transferibles (embriones de cédigo 1y 2).

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el software estadistico SPSS version 23 para
Windows. A los resultados obtenidos se les aplicd pruebas de normalidad de datos y
homogeneidad de varianzas. En las variables que presentaron datos normales y
varianzas homogéneas se realizé un Andlisis de Varianza (ANOVA) seguido de un test de
Tukey, caso contrario se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Para presentar los
resultados se usaron medias y desviacion estandar con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

En ninguna de las variables analizadas se obtuvieron diferencias significativas (Tabla 1).
Al analizar el numero total de estructuras recuperadas en las diferentes horas de
Inseminacion Atrtificial (IA), se observd que el valor superior se obtuvo en el Grupo
IA18/24. La misma tendencia se observd con respecto a los embriones transferibles. La
proporcion de embriones transferibles con respecto a estructuras totales fue de 60,3;
35,1 y 38,8% (p>0,05) respectivamente para Grupos 1A18/24; 1A24/30 y IA18/30. La
proporcion de ovocitos sin fertilizar, tal vez el mejor indicador del efecto semen, fue muy
similar tanto en cantidades absolutas (1,1; 0,5y 1,8) como en su proporcién con respecto
al total de estructuras recuperadas (13,9; 11,9 y 26,9%, p>0,05) respectivamente para
Grupos 1A18/24; 1A24/30 y IA18/30. El numero de embriones degenerados siguio la
misma tendencia y su proporcion con respecto a las estructuras totales fue
respectivamente para los Grupos 1A18/24; 1A24/30 y 1A18/30 de 19,0; 33,9 y 26,9%
(p>0,05).

Tabla 1. Produccién de Embriones Transferibles, Degenerados y Ovocitos sin fecundar en los
grupos 1A18/24, IA 24/30 y Control.

Grupos
IA18/24 1A24/30 IA18/30
(Contral)
Numero de Vacas 10 10 10
Estructuras Recuperadas 6,8+1,7 3,7+0,7 4,9+0,7
Embriones Transferibles 4,1+1,5 1,3+0,4 1,9+0,6
(60,3%) (35,1%) (38,8%)
Embriones Degenerados 1,6£0,5 1,9+0,3 1,2+0,4
(19,0%) (33,9%) (26,9%)
Ovocitos sin Fecundar 1,1+0,4 0,5+0,2 1,8+0,5

Los valores mostrados son la media + desviacion estandar (X + SD).

DISCUSION

La produccion de embriones por SOV con el uso de semen sexado en bovinos ha sido
de gran impacto en especial en las ganaderias de leche ya que da la posibilidad de tener
hembras de reposicién en poco tiempo. Sin embargo los resultados en varios estudios
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no han podido igualar el nUmero embriones transferibles que se consigue cuando se
insemina con semen convencional (no sexado)(Hayakawa, Hirai, Takimoto, ldeta, &
Aoyagi, 2009; Kaimio et al., 2013; Peippo et al., 2009; Schenk et al., 2006).

En la técnica de SOV para la produccion de embriones esta bien definido que las
inseminaciones se deben hacer 24 y 12 h antes de la ovulacion, ya que este régimen es
el optimo para producir la mayor cantidad de embriones transferibles (Roelofs et al.,
2006). Sin embargo, existen limitantes como son la deteccion de celo, el nimero de
ovulaciones y el tiempo entre primera y Ultima ovulacién que hacen que este principio
mencionado antes sea de muy dificil cumplimiento de manera homogénea entre
individuos. Es por esta razén que se desarrollaron protocolos de SOV en los que se
incluyen inductores de la ovulacibn como GnRH o LH-p lo que permite realizar las
inseminaciones a tiempo fijo (IATF) con semen convencional (no sexado)de forma
bastante precisa con respecto al momento de ovulacién, situando este evento a las 12 y
24 hs de aplicado el inductor de la ovulacién (Barros & Nogueira, 2001; Bé, Baruselli,
Chesta, & Martins, 2006).

No obstante, el proceso de sexado y crio conservacion de espermatozoides produce
cambios en las estructuras de los mismos que reducen su tiempo de vida feértil en el
tracto femenino (Dejarnette et al., 2008; Larson et al., 2010; Lu & Seidel, 2004; Maxwell
et al., 2004; Peippo et al., 2009; Sartori et al., 2004; Schenk et al., 2006). Por esto es que
con semen sexado se debe inseminar en forma lo mas sincrénica posible con el
momento de ovulacion en la hembra, es decir que la IA se tiene que realizar lo mas cerca
del momento de la ovulacion para alcanzar mejores tasas de fertilizacion. Esto se ha
logrado en general alargando el tiempo entre remocion de dispositivo intravaginal y la
inseminacion a tiempo fijo (Sales et al., 2011; Schenk et al., 2006).A pesar de esto hay
muy poca informacion relativa a cual seria precisamente el momento mas adecuado para
realizar la inseminacion con semen sexado en vacas superovuladas.

Recientemente se ha realizado un estudio en vacas superovuladas que ha intentado
precisar mejor el momento de la inseminacion artificial con semen sexado retrasando la
IATF alrededor de 6hs con respecto a lo que se hace con semen convencional (Soares
et al., 2011). En este estudio, a un grupo de hembras se le realizo la IATF con semen
convencional (20 x 10° espermatozoides / inseminacién) a las 12 y 24hs de aplicado el
inductor de la ovulacion LH-p, a un segundo grupo se efectué la IATF igual que al
anterior, pero con semen sexado (4.2x10° espermatozoides/ inseminacién) y en un tercer
grupo, las inseminaciones fueron realizadas a las 18 y 30hs de aplicada la LH-p con
semen sexado. En este estudio la cantidad de embriones entre el primer y tercer grupo
fue similar y en ambos superior al segundo grupo. Es decir que se logré producir igual
cantidad de embriones trasferibles con semen convencional que con semen sexado en
menores cantidades con el solo hecho de haber retrasado el momento de la IATF.

En nuestro estudio se intentd de ajustar aln mas el momento de IATF reduciendo el
intervalo entre ambas IATF de 12 a 6hs tratando de ver cual de los intervalos en estudio
seria el 6ptimo para la fertilizacion. Para ello, a un grupo de vacas (control) se les realizo
la IATF con el régimen usado por Soares et al. (2011) es decir a las 18 y 30hs (IA18/30)
de la aplicacion del inductor de la ovulacién (GnRH), al segundo grupo las IATF se
realizaron a las 18 y 24hs (1A18/24) y al tercer grupo a las 24 y 30hs (1A24/30).
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En el grupo control se obtuvieron1,9+0,6 embriones transferibles, valor que fue menor
gue lo encontrado por Soares (6,4+3,1). En el grupo 1A18/24 se produjeron 4,1+1,5
embriones transferibles lo cual superd a lo obtenido en el grupo control y en el grupo
IA24/30 (1,3£0,4). Si bien es cierto que el grupo IA18/24 tuvo ventaja numérica no existié
diferencia significativa con los otros dos grupos. Resultados numéricos similares a esta
investigacion obtuvieron Schenk et al. (2006) y Peippo et al. (2009) con las IATF
realizadas con semen sexado a las 12 y 24h después de la deteccién del celo donde se
recuperaron 3,3+0,9 y 2,1+2,7 embriones transferibles en vacas Angus y Holstein
superovuladas respectivamente. Es posible que ésta diferencia de nuestro estudio con el
trabajo de Soares et al. (2011) sea debido a que en ese caso se utilizdé el doble de
espermatozoides sexados (4.2 x10° / inseminacién) que en nuestra investigacion (2.1
x10° / inseminacién). Por otra parte, si bien la respuesta superovulatoria en vacas
indicas o taurus ha mostrado ser similar (Castro Neto et al., 2005), también ha sido
determinado que a una misma dosis de FSH las vacas indicas son mas sensibles al
estimulo por tener mayor cantidad de foliculos disponibles a ovular y esto podria generar
entonces en determinadas circunstancias mayor respuesta que las vacas taurus. En
nuestro estudio, los niveles de FSH utilizada fueron los mismos utilizados en el trabajo de
Castro Neto et al. (2005) en vacas indicas y aunque fueron superiores a los utilizados por
Soares et al. (2011), se encuentran en los niveles indicados por Baruselli et al.
(2006)para vacas indicas. Todo esto puede haber generado una menor respuesta
ovulatoria en nuestro trabajo con respecto a lo obtenido por Soares et al. (2011).

En cuanto a la proporcion de embriones transferibles con respecto a las estructuras
totales, la IATF realizada al8/24hs post GnRH mostr6 el mejor comportamiento
sugiriendo que dentro del periodo de 18/30 hs propuesto por Soares et al. (2011) el
periodo restringido a las primeras 6 hs (18/24) es el que mas se aproximaria al momento
de ovulacién por lo que la IATF deberia ser en ese periodo.

Existen varios factores que podrian afectar los resultados en la tasa de embriones
producidos cuando la IATF se realiza con semen sexado. Algunos de los mas
importantes son el proceso de sexado propiamente dicho y la dosis baja de
espermatozoides. En un programa de SOV, tanto en los estudios citados anteriormente
como en el presente, se han encontrado similitudes. En general y en promedio se
obtienen de 3 embriones trasferibles lo que, confirmando lo ya sabido, muestra que el
semen sexado sigue siendo menos fértil y produce menor cantidad de embriones
transferibles que el convencional. Esto ya fue descrito en un trabajo realizado por Frijters
et al. (2009) en IA en el que le atribuye la baja fertilidad del semen sexado a los dos
factores antes mencionado: un 8,6% de disminucion debido a la baja dosis de
espermatozoides y un 5% de disminucién debido al proceso de sexado propiamente
dicho.

En SOV no existen trabajos que muestren en que porcentaje se afecta la fertilizacion con
cada uno de estos factores. Sin embargo, en el estudio realizado por Schenk et al.
(2006) se muestra que inseminando con dosis de semen 2 a 10 veces mas altas que las
dosis comerciales (2 vs 10 o 20x10° espermatozoides/IA) no se mejora en forma
significativa la cantidad de embriones transferibles aun cuando numéricamente siempre
hay mas embriones cuanto mas espermatozoides se utilizan (la alta dispersion en los
valores de esta variable puede ser una de las razones; el coeficiente de variacién supera
el 50% en todos los casos).Sin embargo, el momento de IA aparece como trascendente
ya que cuando se hacen 2 IA la cantidad de embriones producidos fue mas alta que con
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una inseminacion y esto fue similar para vacas inseminadas con semen no sexado o
sexado. En la vaca SOV hay trastornos en el transporte de espermatozoides que se
traduce en 20% menos de ovocitos fertilizados que en vacas no SOV (Donaldson, 1985).
Esto es mas notorio cuando el semen por si mismo tiene menor vida media y capacidad
fertilizante cuando por el hecho de haber sido sexado.

Soares et al. (2011) demostraron que las inseminaciones con semen sexado en vacas
SOV se deben hacer mas tarde que con el semen convencional ya que ese retraso
acercaria de forma mas eficiente la deposicion de los espermatozoides con el momento
de las multiples ovulaciones. Nuestro estudio intentaba proponer una ventana menor
dentro de la cual realizarlas inseminaciones. Los resultados de este trabajo no muestran
en principio que ninguno de los dos momentos alternativos propuestos sean mejores que
el sefalado por Soares et al. (2011). La alta variabilidad de los resultados, asi como el
bajo numero de las vacas tratadas no permiten poner en evidencia diferencias
significativas en los valores encontrados. Sin embargo, resulta sugestivo que la cantidad
de embriones transferibles en el grupo control (IA18/30= 1,9) es casi igual a la media de
la cantidad de embriones transferibles obtenidos en los otros dos grupos (IA18/24 +
IA24/30 /2= 2,7) producto de una menor cantidad en el grupo 24/30 con respecto a una
mayor en el grupo 18/24 (duplica largamente al anterior, 4,1 vs 1,3). De todas maneras y
si nuestros resultados pudiesen confirmarse con una mayor casuistica esto podria a su
vez confirmar que la aplicacion de GnRH produce una sincronizacion de la ovulacion
mas ajustada dentro del horario 18/24.

Otra razdén que puede conspirar para encontrar alguna diferencia en estos resultados
proviene del hecho que las vacas con mayor respuesta ovulatoria tienden a ovular mas
temprano y durante un periodo mas largo que aquellas con menor respuesta (Bo et al.,
2006). Por ello, y en funcién de esto, tal vez la eleccién del momento mas apropiado para
la inseminacion deberia hacerse de acuerdo a la cantidad de foliculos preovulatorios que
se detecten el dia de la IA.

En conclusion, el bajo nUmero de vacas en cada grupo y la variabilidad en la respuesta
entre animales, asi como la baja fertilidad del semen sexado no permite evidenciar
diferencias reales entre los grupos estudiados. Sin embargo y a pesar de que el ajuste
realizado en el intervalo entre inseminaciones de 12 a 6hs en vacas Holstein en
produccién no mostré una mejoria significativa en la cantidad embriones transferibles, el
periodo entre 18 y 24 hs aparecié como el mas apropiado lo cual deberia ser confirmado
aumentando la casuistica con estudios similares. Al mismo tiempo seria interesante
relacionar estos estudios con la tasa ovulatoria ya que segun las respuestas estos
momentos de IATF podria modificarse.
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