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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto del lugar de deposicion
del semen combinado con una dosis reducida de espermatozoides (DRE) y el nUmero
de veces que se realiza la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) sobre la tasa de
gestacion (TG). Dos objetivos secundarios fueron: i) evaluar el efecto del ovario
[izquierdo (Ol) o derecho (OD)] donde ocurre la ovulacién e ii) el momento de la
ovulacion respecto del momento de la IATF sobre la proporcion de terneros
macho/total de las crias (M/TC). Se realizaron 2 experimentos. Expl: 59 vacas Angus
sin cria 'y Exp2: 177 vacas Hereford y Braford con cria. Las vacas fueron tratadas con
un dispositivo intravaginal con progesterona durante 7 (Expl) u 8 dias (Exp2) para
sincronizar e inducir la ovulacion. Se realiz6 ecografia ovarica a las 24 hs de retirado el
dispositivo para determinar el ovario con foliculo dominante (FD) y a la IATF para
determinar la ausencia (ovulacion pre-IATF) o presencia del FD. Se utiliz6 semen de
tres toros. De un eyaculado de cada toro se procesaron (congelacion) pajuelas con
DRE (Expl: DRE=8x10° y Exp2: DRE=5x10° totales) y con dosis convencional de
espermatozoides (DCE; Expl: DCE=40x10° y Exp2: DCE=25x10° totales). Las vacas
fueron distribuidas en cuatro tratamientos (T); T1 (control): IA en cuerpo del Utero con
DCE, T2: 1A en cuerpo del Gtero con DRE, T3: IA en cuerno uterino ipsilateral (CIL) al
FD con DRE y T4: doble IA en CIL al FD con DRE. La IATF se realiz6 a las 54-56 hs
de retirado el dispositivo y la segunda IATF del T4 se realiz6 a las 72 hs. Por medio de
ecografia, la ovulacion (pre y pos IATF) fue confirmada 10 dias después de la IATF por
presencia del cuerpo lateo. El diagnéstico de gestacion se realizé6 a los 35 dias
después de la IATF. En Expl, la TG [T1=46,2% (6/13), T2=52,9% (9/17), T3=64,3%
(9/14), T4=73,3% (11/15)] fue similar (P>0,10) entre tratamientos. En Exp2, la TG
[T1=38,3% (18/47), T2=28,9% (13/45), T3=58,1% (25/43), T4=42,9% (18/42)] del T3
fue mayor (P<0,05) que la del T1 y T2, mientras que la TG del T4 fue similar a la de los
demas tratamientos. La proporcion M/TC no fue afectada (P>0,10) por el ovario donde
ocurrié la ovulacién [Expl: OI=54,5% (6/11), OD=36,8% (7/19); Exp2: Ol=43,5%
(10/23), OD=51,2% (22/43)]. En Expl, la proporcion M/TC en vacas que ovularon
antes de la IATF [40% (2/5)] fue similar (P>0,10) a la obtenida en vacas que ovularon
después [43,8% (7/16)], sin embargo en el Exp2 tendi6 a ser diferente (P=0,07) [16,7%
(1/6) y 63% (17/27) respectivamente]. Se concluy6é que: a) una IATF combinada con
una DRE depositados en CIL al FD aumenta la TG, b) dos IATF con DRE en CIL al FD

no mejora la TG respecto a la obtenida con una IATF convencional y c) la proporcion
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M/TC podria ser mayor en vacas que ovulan después comparada con vacas que

ovulan antes de la IATF.

Palabras clave: bovino, inseminacion intracornual, proporcion de sexos.
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ABSTRACT

Fixed-time artificial insemination in beef cattle: effect of semen deposition site

and sperm number on reproductive performance.

The main objective of the present study was to determine the effect of semen
deposition site combined with low dose spermatozoa (LDS) and of single and double
timed artificial insemination (TAI) on the pregnancy rate (PR). Additional aims of the
present study were to evaluate the effect of the side of ovary [right (RO) or left (LO)]
where ovulation occurred and the time of ovulation in relation to the time of
insemination on the ratio calved male/total offspring (M/O). Two experiments (Exp)
were carried out. Exp 1: 59 non-lactating Angus cows and Exp 2: 177 Hereford and
Braford suckling cows. In both experiments the cows were treated with a progesterone-
intravaginal device during 7 (Expl) or 8 days (Exp2) to induce ovulation and were TAI.
Ovarian ultrasonography was performed to identify the presumptive dominant follicle
(DF) 24 h after device removal and at the time of TAI to confirm the absence (ovulation
prior TAI) or presence of the DF. Ovulation was defined as the disappearance of DF at
TAL Semen of three bulls was used. One ejaculate from each bull was split into two
sperm concentrations [LDS=8 (Exp1) or 5 (Exp2)] and conventional dose spermatozoa
(CDS) [CDS= 40 (Exp1) or 25 (Exp2) million spermatozoa]. Straws were then frozen in
a programmable freezing machine. Animals were assigned to four treatments (T); TI
(control): Al into the uterine body with CDS, T2: Al into the uterine body with LDS, T3:
Al into the ipsilateral uterine horn (IUH) to the ovary bearing the DF with LDS and T4:
two Al into the IUH to the ovary bearing the DF with LDS. Cows were TAI 54-56 h after
device removal. The second TAI of the T4 was performed 72 h after device removal.
Ovulation (before or after TAI) and pregnancy were confirmed by ultrasonography 10
and 35 days after TAIl, respectively. In Expl, the PR [T1=46.2% (6/13), T2=52.9%
(9/17), T3=64.3% (9/14), T4=73.3% (11/15)] was similar (P>0.10) among treatments. In
Exp2, the PR [T1=38.3% (18/47), T2=28.9% (13/45), T3=58.1% (25/43), T4=42.9%
(18/42)] of T3 was greater (P<0.05) than those of T1 and T2, while PR of T4 was
similar to the rest of treatments. Ratio M/O was not affected (P>0.10) by the ovary
where ovulation occurred [Expl: LO=54.5% (6/11), RO=36.8% (7/19); Exp2:
LO=43.5% (10/23), RO=51.2% (22/43)]. In Expl, the ratio M/O in cows ovulating
before TAI [40% (2/5)] was similar (P>0.10) to that obtained in ovulating cows after
[43.8% (7/16)], however in Exp2 the ratio M/O tended to be different (P=0.07) [16.7%
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(1/6) y 63% (17/27) respectively]. It is concluded that: a) a single TAl into the IUH to the
ovary bearing the DF combined with LDS increase the PR, b) double TAl into the IUH
to the ovary bearing the DF combined with LDS does not increase the PR respect to
that obtained with conventional TAI and c) the ratio M/O could be higher in cows that

ovulating after compared to with cows that ovulating before TAI.

Key words: bovine, intracornual insemination, sex ratio.



1. INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una biotecnologia que ha demostrado una gran
utilidad en los programas de mejoramiento genético. En los primeros cuarenta afios la
IA realizada con semen congelado ha estado basada en la deteccién visual de celos
(DC) y la adopcién por los productores de leche hizo que sea la tecnologia mas
importante del siglo pasado. Sin embargo, en los sistemas de cria, la DC constituye un
problema, ya que demanda largos periodos de tiempo debido a la dispersién natural
de los eventos reproductivos. El interés por resolver este problema llevé, por un lado,
al desarrollo de técnicas para sincronizar los celos y asi acortar el tiempo utilizado
para su deteccién y por otro, para inducir ovulaciones sincronizadas, especialmente
dirigidas a contrarrestar los efectos negativos del anestro posparto. La combinacion
estradiol/progesterona o sus analogos son capaces de inducir el celo y la ovulacion en
vacas de cria que no presentan cuerpo liteo (Alberio et al., 1986; Mapletoft et al.,
1999; Yavas; Walton, 2000). De manera que, un tratamiento de sincronizacion e
induccién de celo y ovulacion presenta el potencial para que la IA sea realizada en un
tiempo fijo (IATF) y consecuentemente permite reducir el periodo de partos e
incrementar la uniformidad de los terneros. Por lo tanto, la IATF actualmente es la
herramienta mas difundida de las biotecnologias reproductivas en el ganado para
carne. En Argentina, hay aproximadamente 20 millones de vacas para carne y en 2011
se comercializaron casi 2 millones de dosis de semen congelado de toros para carne
(CABIA, 2013). Por lo que se estima que, s6lo un 10 % del total de hembras para
carne fueron inseminadas y probablemente la mayoria de las inseminaciones se
realizaron a tiempo fijo.

Numerosos trabajos estan dirigidos a aumentar la eficiencia de la IATF. Una forma
de lograrla seria a través de la disminucion del nUmero de espermatozoides por dosis
permitiendo multiplicar la cantidad de vacas a inseminar con un eyaculado proveniente
de toros de alto valor genético. Pero, para ello, deben considerarse algunas
modificaciones en el procedimiento de la IA propiamente dicha.

Varios estudios han demostrado que la deposicién del semen cercana a la union
Utero-tubarica en el cuerno ipsilateral al ovario con foliculo preovulatorio combinada
con un bajo namero de espermatozoides, puede ser una alternativa para obtener una
mayor (Verberckmoes et al., 2004; Verberckmoes et al., 2005) o similar (Kurykin et al.,

2003) tasa de gestacion que la obtenida con un ndmero convencional de



espermatozoides (15 a 30 millones) depositados en el cuerpo uterino. Sin embargo, la
deposicion profunda de semen combinada con wuna dosis reducida de
espermatozoides no fue evaluada cuando se utiliza progestageno y estrégeno para la
sincronizacioén e induccién del estro y la ovulaciéon. La deposicién profunda de semen
disminuye la pérdida espermatica como consecuencia del flujo retrogrado hacia la
vagina y la fagocitosis durante la migracion por el Gtero. Ademas, evita las barreras
naturales a las que se exponen los espermatozoides en el proceso de la inseminaciéon
y mejora la capacidad fertilizante (Hunter, 2003). Por otro lado, se ha observado que el
eyaculado es una poblacién heterogénea de células espermaticas porque difieren en
edad después de la espermiacion y probablemente en el grado de maduracién. Dicha
poblacién disminuye al ser sometida a un proceso de congelacién y descongelacion
(Bailey et al., 2000). Los espermatozoides que sobreviven a estos procesos, sufren
cambios en la membrana plasmatica que aumentan la tasa de capacitacién que
conduce inexorablemente a la muerte, lo cual explicaria la disminucion de la vida
media comparada con la de los espermatozoides no congelados. Esto es
particularmente importante porque con el uso de tratamientos hormonales para la
IATF, el tiempo promedio desde el retiro del dispositivo hasta la ovulacion es de 65 hs
-rango=36 a 108 hs- (Avilés et al., 2005; Pincinato et al., 2005; Vittone et al., 2011) y
varia con el tratamiento utilizado. De manera que, al realizar la IATF con semen
congelado, la vida media de los espermatozoides estaria reducida y, ante un rango
muy amplio de ovulaciones (mas de 30-40 hs), la fertilidad del tratamiento podria estar
comprometida.

Por lo tanto, en este trabajo, se propone estudiar el efecto de reducir el nUmero de
espermatozoides que se utiliza tradicionalmente en una IATF sobre la tasa de
gestacion y ademas, se plantea analizar coémo influye el lugar de deposicion del semen
y el nimero de veces que se realiza la IATF, cuando se utiliza una dosis reducida de
espermatozoides después de realizar un tratamiento de sincronizacién e induccién del
estro y la ovulacion basado en la utilizacién de un progestageno y estrégeno.

Por otro lado, algunos trabajos en bovino demostraron que la proporcion del sexo
de las crias podria ser afectada por factores maternos. Se demostré que en el cuerno
uterino derecho fueron gestados mas terneros macho que en el cuerno uterino
izquierdo en vacas que recibieron servicio con toro y que probablemente se debié al
ovario que dio origen al ovocito (Hylan et al., 2009). De manera que, la proporcion de

crias de sexo masculino podria ser mayor en vacas que ovulan en el ovario derecho.



Ademas, otros estudios en bovinos demostraron que el momento de la IA respecto
de la ovulacion puede ser utilizado para alterar la relacion macho:hembra esperada
(Pursley et al., 1998). Por otro lado, se sugiri6 que los espermatozoides con
cromosoma Y se podrian capacitar antes que los espermatozoides X, y por lo tanto, su
capacidad fertilizante podria estar disminuida cuando la ovulacion se produce varias
horas después de la IATF (Wehner et al.,, 1997). En consecuencia, se podria
hipotetizar que las vacas que ovulan previamente al momento de la IATF tendrian una
mayor proporcion de crias de sexo masculino que las vacas que ovulan tardiamente.

Por dltimo, en este trabajo, se pretende estudiar el efecto del ovario donde ocurre la

ovulacion y el momento de la IATF sobre la proporcion del sexo de las crias.



1.1. Hipétesis

e La IATF, realizada a las 56 hs de retirado el dispositivo con un nimero
reducido de espermatozoides (5-8 millones) y depositados en el cuerno
ipsilateral al ovario con foliculo dominante, produce una tasa de gestacion
similar a la obtenida con una IATF convencional realizada con 25-40 millones

de espermatozoides depositados en el cuerpo del Gtero.

o La doble IATF (56 y 72 hs de retirado el dispositivo), realizada con un
namero reducido de espermatozoides (5-8 millones) y depositados en el cuerno
ipsilateral al ovario con foliculo dominante, mejora las tasas de gestacion
obtenidas con una IATF convencional o con una sola IATF profunda con dosis

reducida.

e Las vacas cuando ovulan en el ovario derecho presentan una mayor

proporcion de terneros macho que cuando ovulan en el ovario izquierdo.

e Las vacas cuando ovulan previo al momento de la IATF realizada a las
56 hs, presentan una mayor proporcién de terneros macho que cuando ovulan

posteriormente.



1.2. Objetivos

Objetivo general

Mejorar la eficiencia biologica de la IATF.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

Determinar el efecto de reducir el nimero de espermatozoides que se utiliza
comercialmente (tradicional) en un programa para IATF en vacas para carne

sobre la tasa de gestacion.

Evaluar si la tasa de gestacion obtenida después de una IATF con un nimero
reducido de espermatozoides se ve afectada por el lugar de deposicion del

semen.

Determinar si dos IATFs con dosis reducida de espermatozoides y depositados
en el cuerno ipsilateral al foliculo dominante, producen una mayor tasa de

gestacion que una sola IATF.

Comparar la proporcion de terneros macho sobre el total de las crias entre las
vacas que ovulan en el ovario izquierdo o derecho y antes o después de la
IATF realizada a las 56 hs.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del ciclo estral en la hembra bovina

La hembra bovina es una especie poliéstrica anual porque presenta varios ciclos
estrales al afio en condiciones normales de alimentacion y salud. El ciclo estral es el
periodo comprendido entre dos estros consecutivos y se caracteriza por cambios
morfoldgicos, fisiolégicos y de comportamiento (Hafez; Hafez, 2000a).

Después de la pubertad, el ciclo estral normal del bovino tiene una duracion
promedio de 21 dias con una variacion entre 17 y 24 dias. El estro tiene una duracion
media de 18 hs . Desde el inicio del estro hasta la ovulacién trascurren entre 24 y 30
hs. La ovulacion ocurre aproximadamente 12 hs después de finalizado el estro (Allrich,
1994).

El ciclo estral del bovino se puede dividir en dos fases: 1) la fase folicular, que se
caracteriza por el crecimiento final del foliculo preovulatorio. Comienza con la lutéolisis
y finaliza con la ovulacion, tiene una duracién de 3 a 4 dias y 2) la fase litea, se
desarrolla el cuerpo liteo (CL). Se inicia después de la ovulaciéon y presenta una
duracion de 17 dias aproximadamente. La regulacion hormonal del ciclo estral esta
controlada por el eje hipotalamo, hip6fisis, ovarios y Gtero (Hafez; Hafez, 2000a).

Antes del comienzo del estro, el foliculo dominante aumenta el nimero de
receptores de hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa y aumenta el
tamario, lo que resulta en un incremento en la concentracion de estradiol en el foliculo.
El estradiol circulante alcanza una concentracién y duracion suficiente para inducir el
comportamiento estral y el pico preovulatorio del factor liberador de gonadotrofina
(GnRH) y de la LH. Posteriormente se produce la ovulacion y luego comienza la fase
litea mediante el proceso de luteinizacidon de las células foliculares presentes en el
ovario. Hay un aumento progresivo en la concentracion de progesterona circulante
hasta un maximo en el dia 9-12 del ciclo, conforme crece el CL. Luego se mantiene
elevada durante la vida del CL, lo cual es esencial para el desarrollo, mantenimiento y
establecimiento del embrion, en caso de gestacién. Ademas, la progesterona bloquea
el pico preovulatorio de LH y la ovulacion (Christensen et al., 1974; Kesner et al., 1981,
Walters; Schallenberger, 1984). En caso que no se produzca la implantacion del

embrién, se produce la lutéolisis, es decir la regresion del cuerpo liteo para que se



inicie un nuevo ciclo estral (Zheng et al., 1994). El principal agente luteolitico es la

prostaglandina F2a de origen uterino (Niswender et al., 1994).

2.2. Dindmica folicular en hembra no gestante

Los foliculos primordiales forman la reserva ovocitaria que la hembra va utilizar
durante toda su vida reproductiva. En el ovario de una hembra bovina al nacimiento,
se encuentra un promedio de 133.000 foliculos primordiales e histolégicamente se
caracterizan por el ovocito detenido en la profase de la primera division meiética
(diplotene) rodeado de una capa plana de células escamosas de la pre-granulosa
(Erickson, 1966).

El desarrollo folicular es un proceso dinamico, caracterizado por una marcada
proliferaciéon y una diferenciacion de células foliculares, que genera un ambiente
Optimo para la maduracion del ovocito y para su fertilizacion después de la ovulacion
(Armstrong; Webb, 1997).

En los rumiantes monovulatorios, como el bovino, una vez iniciado el crecimiento
del foliculo primordial continla hasta que el foliculo se convierte en ovulatorio o
atrésico antes de la ovulacién. Durante la primera etapa, de foliculo pre-antral, la
activacion y el posterior crecimiento del foliculo primordial dependen de la interaccion
entre las células de la pre-granulosa, el ovocito y la secrecion de una serie de factores
locales (Webb et al., 2004). Mientras que, el crecimiento del foliculo antral dependera
de las gonadotrofinas (Eppig, 2001).

El crecimiento de los foliculos se produce en dos o tres ondas en cada ciclo estral
(Knopf et al., 1989). Cada onda folicular presenta tres fases denominadas: de
reclutamiento, de seleccion y de dominancia (Ginther, 2000).

Durante la fase de reclutamiento, un grupo de foliculos antrales de 4 mm de
diametro con capacidad para responder a las gonadotrofinas, crecen durante 2 6 3
dias (Ginther et al., 1997). En la fase de seleccién, uno de los foliculos reclutados es
seleccionado para continuar su crecimiento y convertirse, en la fase de dominancia, en
foliculo dominante, quien promueve la disminucion de la tasa de crecimiento y
finalmente la atresia del resto de los foliculos (foliculos subordinados) e inhibe el
reclutamiento de un nuevo grupo de foliculos (Ginther, 2000).

Cada onda de crecimiento folicular esta precedida por un aumento transitorio en la

secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH). De modo que, esta hormona



seria uno de los factores responsables del reclutamiento de los foliculos antrales
(Adams et al., 1992).

Luego de la emergencia de la onda folicular, los foliculos comienzan a deprimir la
concentracion de FSH mediante la retroalimentacion negativa ejercida por el estradiol
y la inhibina sobre el hipotalamo y la hipofisis (Adams et al., 1992). Antes de la
seleccion folicular, la FSH alcanza la concentracion mas baja (Ginther et al., 1997) la
gue es inadecuada para sostener el crecimiento de los foliculos subordinados y por lo
tanto estos sufren atresia. Mientras que, el foliculo dominante presenta la capacidad
de seguir creciendo con bajo niveles de FSH (Ginther, 2000). Se ha determinado que
las células de la granulosa del foliculo dominante expresan receptores para LH y que
los sucesos de desviacion del tamafio y aumento de LH ocurren simultaneamente
(Ginther et al., 2003). Esto podria explicar que el foliculo dominante continda creciendo
con bajos niveles de FSH.

Ademas, el incremento del estradiol intrafolicular se debe en parte al aumento de la
biodisponibilidad del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1). El estradiol es
mayor en el foliculo dominante que en los foliculos subordinados porque presenta una
menor actividad de las proteinas fijadoras de IGF (Savio et al., 1993).

La culminacién del crecimiento del foliculo dominante tendria dos destinos posibles:
la atresia o la ovulacién, que depende de la concentracion circulante de progesterona,

es decir de la presencia o no del CL.

2.3. Ovulacién

La ovulacion es un proceso por el cual el ovocito se libera del foliculo de Graff. En
las especies con un crecimiento folicular en ondas, como los bovinos, la ovulacion es
espontanea.

Al final del ciclo estral, el estrogeno sérico aumenta y estimula principalmente el
hipotdlamo quien libera GnRH. Este actlia sobre la hipéfisis y se produce un aumento
de la concentracion en sangre de LH que conduce a la ovulacién. El intervalo entre el
pico de LH y la ovulacién es de 27 hs (Larsson, 1987; Saumande; Humblot, 2004).

La unién de la LH a su receptor en la célula de la granulosa del foliculo
preovulatorio desencadena varias sefiales intracelulares que dan comienzo al proceso

de la ovulacién (Duggavathi; Murphy, 2009).



La ovulaciéon no es un fenomeno explosivo (Baker, 1982), sino que es un proceso
gue involucra una secuencia de eventos que conducen a la expansion del cumulus
oophorus, la reanudacién meiética del ovocito y la ruptura del foliculo (Edson et al.,
2009).

Una caracteristica de la células de la granulosa es la formacién de redes
comunicantes (Merk et al., 1973) que unen a las células entre si, y estan en contacto
con la membrana plasmatica del ovocito y las células de la teca (Buccione et al., 1990)
gue en conjunto forman un sincitio funcional.

La LH induce la expresién de los receptores de progesterona en las células de la
granulosa de los foliculos preovulatorios. Al inicio de la ovulacién, la sintesis de
estrégeno es relativamente alta y la de progesterona es insignificante. Mas tarde la
relacion de sintesis de estrogeno/progesterona se invierte. Se determind que la
sintesis de progesterona desempefia un rol de importancia en el proceso de la
ovulacion y de la luteinizacion antes de la ruptura del foliculo (Espey, 1994).

La interaccion de la progesterona local (sintetizada por la células de la teca) con
sus receptores, antes del pico de LH (Edson et al., 2009) induce la apariciéon de
factores autodcrinos y paracrinos como el factor de crecimiento epidérmico (Conti et al.,
2006) y la ciclooxigenasa 2 (Sirois et al., 2004) que intervendrian en la reduccion de
las uniones entre las células de la granulosa. En consecuencia, hay una expansion de
las células del cumulus oophorus (Jiménez et al., 2010).

Ademas, para la expansidon del cumulus oophorus se requiere la producciéon de
acido hialurénico que forma el esqueleto estructural de la matriz del cumulus. Las
cadenas del acido hialurénico se estabilizan mediante la interacciobn con proteinas
adicionales de la matriz lo que ejerce una atraccién del agua. En consecuencia, se
produce una separacion entre las células del cumulus oophurus y éstas con el ovocito
(Edson et al., 2009).

Mediante la expansién de cumulus oophorus, el ovocito es liberado de las
conexiones celulares y continta la meiosis (Wert; Larsen, 1990).

La ruptura de la pared del foliculo se pensaba que era una consecuencia de un
aumento en la presion hidrostatica en el antro folicular. Sin embargo, la presion
intrafolicular (15-20 mm Hg) no varia durante el proceso ovulatorio. Mas tarde, se
informd que la ruptura del foliculo depende de la remodelacién del tejido que rodea la
pared del foliculo y el proceso es semejante a una reaccion inflamatoria debido a los
cambios celulares y vasculares (Espey, 1994). Una serie de enzimas proteoliticas,

entre ellas la colagenasa, son sintetizadas a partir de la sefial de la LH (Edson et al.,
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2009) e intervienen en la remodelacion de las proteinas estructurales que componen la
pared folicular (Irving-Rodgers et al., 2006). Mediante este mecanismo, una pequefia
area en la pared del foliculo preovulatorio se vuelve mas fina y transparente a la que
se denomina estigma. Antes de la salida del contenido folicular, el estigma protruye
como una ampolla en la superficie del ovario. Luego la ampolla se abre y en un
principio sale a borbotones liquido folicular acuoso. Esto es seguido por una ligera
secrecion de un material mas viscoso que contiene el ovocito Il (ovocito en la metafase

de la segunda division meidtica) y algunas células de la granulosa (Baker, 1982).

2.4. Interaccién funcional entre los espermatozoides y el tracto reproductor

femenino

Los espermatozoides mediante el transporte del genoma haploide, cumplen con la
Unica funcion de alcanzar la singamia junto con el ovocito (Holt et al., 2006). Por otro
lado, el tracto reproductor femenino representa barreras anatémicas y fisiologicas
como mecanismos de seleccion de los espermatozoides.

El transporte espermatico es un fendmeno de migracion de los espermatozoides
desde el sitio de deposicion del semen hasta la ampolla del oviducto y se debe a la
accion del tracto reproductor femenino y al movimiento flagelar de los
espermatozoides. El transporte espermatico puede ser medido cuantitativamente
mediante el recuento de espermatozoides accesorios incorporados o fijados a la zona
pellicida del ovocito (Hawk, 1983).

Las contracciones del musculo liso, el movimiento ritmico de las cilias y los flujos de
liquido en el tracto reproductor femenino y la actividad flagelar del espermatozoide son
los mecanismos primarios del transporte espermatico (Battalia; Yanagimachi, 1979;
Gaddum-Rose, 1981).

En el ganado vacuno, el semen es depositado por el toro en el extremo anterior de
la vagina contra el cuello del Gtero y luego, para lograr la fertilizacion del ovocito,
suceden tres etapas: 1) el transporte espermatico cérvico-uterino inmediatamente
después de la deposicién seminal, 2) la colonizacién del reservorio espermatico [RE;
union Gtero-tubarica (UUT) e istmo caudal del oviducto] y 3) la liberacion lenta del RE y

transporte de espermatozoides hacia la ampolla del oviducto.
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2.4.1. Transporte del espermatozoide en el tracto genital femenino

Luego de la deposicion en el tracto reproductor femenino, los espermatozoides son
transportados a la UUT en dos fases (Vandemark; Moeller, 1951): 1) fase rapida:
inicialmente un pequefia subpoblacion de espermatozoides es transportada en un
corto periodo de tiempo (en unos pocos minutos). Por otro lado, Overstreet y Cooper
(1978) determinaron que los espermatozoides de conejos transportados rapidamente
no fueron importantes para la fertilizacion, porque la mayoria de los encontrados en la
ampolla y la fimbria eran inméviles y tenian las membranas plasmaticas dafadas. 2)
fase lenta: esta fase se caracteriza por un transporte espermatico mas lento a través
del utero, mediante el cual se incrementa gradualmente el namero de
espermatozoides en la UUT a lo largo de varias horas.

El cérvix es la primera barrera que afrontan los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino. El canal endocervical, ademas de pliegues, hendiduras y
surcos, tiene en su interior un fluido mucoso que los espermatozoides deben atravesar
de forma activa (Mattner, 1963). No obstante, durante el estro bajo la influencia del
estrégeno, el moco cervical es menos viscoso y las moléculas de mucopolisacaridos
adquieren una disposicién laminar. Asimismo, las contracciones del misculo liso se
vuelven mas frecuentes, fuertes y se propagan longitudinalmente a lo largo del cuerno
uterino (Croker; Shelton, 1973; Hawk, 1975).

Se ha sugerido, sobre la base del nimero de espermatozoides y la motilidad en el
tracto reproductor femenino, que el cuello del Gtero sirve como reservorio de
espermatozoides (Mattner, 1963, 1966), pero gran parte de los espermatozoides se
pierden durante su recorrido desde la vagina hasta el oviducto (Hunter, 2003) y a

través del pasaje retrogrado desde la vagina al exterior (Dobrowolski; Hafez, 1970).

2.4.2. El oviducto y el transporte de los espermatozoides al sitio de fertilizacion

El oviducto es un 6rgano de importancia crucial en la modulaciéon de la funcion
espermatica y puede ser uno de los sitios mas importantes en la seleccién de los
espermatozoides. Segun un estudio realizado en cerdas, Georgiou et al. (2007)
concluyeron que existiria un mecanismo de reconocimiento de espermatozoides en el
en el oviducto responsable de la seleccion, supervivencia y motilidad de los mismos.

En la hembra bovina, como en otras especies, en la que hay un retraso de la ovulaciéon
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respecto al inicio del estro, la UUT y el istmo caudal del oviducto funcionan como un
sitio de almacenamiento de espermatozoides durante el periodo preovulatorio (Hunter;
Wilmut, 1984).

La migracion del espermatozoide por la luz estrecha de la UUT depende de la
interaccion especifica entre la superficie epitelial y los espermatozoides (Yamaguchi et
al., 2009). En un estudio realizado en cerdos, Fazeli et al. (1999) concluyeron que la
capacitacion espermatica reduce la capacidad de los espermatozoides de unirse a las
células epiteliales oviductales. Asimismo, en un estudio realizado en conejos, Bedford
y Shalkovsky (1967) concluyeron que las etapas finales de la capacitacion espermatica
ocurren en el oviducto. En otro estudio realizado en cerdas, se sugiri6 que el
bicarbonato presente en el liquido oviductal podria ser la molécula que inicia la
capacitacion espermatica (Rodriguez-Martinez, 2007). Estos trabajos sugieren que el
espermatozoide capacitado tendria dificultad para ingresar al oviducto, por lo tanto
habria una seleccion espermatica por parte de la membrana de las células epiteliales
de la UUT.

El istmo caudal presenta una luz estrecha y un alto contenido de mucus que frena
el progreso de los espermatozoides hacia el lugar donde se produce la fertilizacién, la
ampolla. Ademas, los espermatozoides quedan unidos al epitelio oviductal mediante
carbohidratos, glicoproteina y glicolipidos por un periodo de tiempo hasta que ocurre la
ovulacion (Suarez, 1998). Cuando se produce la ovulacién, algunos espermatozoides
adquieren una alta motilidad (hipermotilidad espermatica) y se dirigen a la ampolla del
oviducto en cuestién de minutos (Hunter; Nichol, 1983).

Los productos de la ovulacion (liquido folicular y complejo cumulus oophorus)
tendrian un efecto sobre el transporte espermatico en el oviducto (Ito et al., 1991). En
un estudio realizado en mujeres, las cuales fueron inseminadas artificialmente,
encontraron mayor cantidad de espermatozoides en la ampolla ipsilateral al ovario
donde ocurrié la ovulacion (Williams et al., 1993). EI mecanismo por el cual los
espermatozoides se movilizarian desde el istmo caudal al ovocito podria ser la
guimiotaxis (movimiento espermatico en favor de un gradiente quimico) (Giojalas;
Rovasio, 1998; Fabro et al., 2002). Sin embargo, en el bovino, es poco probable que
esto ocurra, porque la distancia entre el istmo caudal y la ampolla es relativamente
larga. Este fendmeno ocurriria en la vecindad de la gameta femenina (en la zona
ampular del oviducto), mientras que el transporte entre el istmo caudal (lugar donde se
almacenan los espermatozoides) y el sitio de fertilizacion podria estar mediado por la

termotaxis (movimiento espermatico en favor de un gradiente térmico). En algunas
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especies se demostré que la temperatura de la ampolla es mayor a la del istmo y que
la diferencia es mas acentuada después de la ovulacion (Bahat et al., 2003).

El papel de la quimiotaxis no es dirigir muchos espermatozoides hacia el évulo, sino
una subpoblacion selecta de espermatozoides, es decir espermatozoides capacitados,
y ocurriria en las inmediaciones y dentro del complejo cumulus oophorus (Eisenbach,
1999).

La interaccion del espermatozoide y el oviducto parece ser un mecanismo de
seleccion especifico que tiene la funcién de prevenir que el ovocito sea fecundado por

un espermatozoide de calidad inferior.

2.4.3. Capacitacion espermatica

En mamiferos, los espermatozoides no pueden penetrar el ovocito después de la
eyaculacion, si no que requieren un periodo de incubacion en el tracto genital
femenino para adquirir la capacidad fertilizante. Esta capacidad es adquirida mediante
el proceso de capacitacién espermatica e implica la desestabilizacion de la membrana
plasmatica que conduce, a menos que esté cerca de un ovocito, a la muerte celular
(Rodriguez-Martinez, 2007).

La capacitacion espermatica se produce durante la exposicion secuencial de los
espermatozoides en los diferentes compartimientos del tracto reproductor femenino
durante el transporte espermatico (Yanagimachi, 1994). Al inicio del proceso, el
potencial de hidrégeno (pH) y la concentraciéon de calcio intracelular aumentan. En
consecuencia la adenilciclasa se activa y provoca un incremento del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y proteinas especificas (incluyendo sefiales extracelulares
reguladas por proteinas quinasa) que a continuacién fosforilan la tirosina.
Simultdneamente, la membrana plasmatica se vuelve menos estable por redistribucion
de los fosfolipidos, reduccion del colesterol y modificacion de las glicoproteinas, lo que
conduce a la reaccion acrosémica (Hafez; Hafez, 2000b). Los espermatozoides que
fueron capacitados adquieren la capacidad de: 1) desprenderse del epitelio del
oviducto, 2) penetrar el cumulus de células de la granulosa que rodea al ovocito, 3)
unirse a los receptores especificos de la zona pellacida del ovocito y 4) sufrir la
reaccion acrosOmica que permite la penetraciéon de la zona pelicida y la fusion con el
ovocito (Jaiswal et al., 1999). La hipermotilidad espermatica es un estado en el que el

espermatozoide exhibe una vigorosa y alta amplitud del movimiento flagelar que
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estaria regulado por la reaccion acrosdmica (Marquez; Suarez, 2004). Se considero
como un mecanismo para desprenderse del epitelio del RE y asi obtener acceso al
sitio de fertilizacion (Suarez, 2007).

En un estudio in vitro sobre espermatozoides de humanos, se demostrd que el
estado fisioldgico de “capacitado” tiene una duracion de 50 a 240 minutos, por lo tanto
no es estatico, sino mas bien transitorio y que existe un proceso continuo de
sustitucion de espermatozoides capacitados dentro de una poblacion de
espermatozoides (Cohen-Dayag et al., 1995). En consecuencia, la continua sustitucion
de los espermatozoides capacitados es una poblacion heterogénea, que incluye
células que aln no han iniciado el proceso de capacitacién, células en diferentes
etapas de la capacitacion, plenamente capacitadas, pos-capacitadas y células con
reaccion del acrosoma (Jaiswal et al., 1999). Por otro lado, un estudio reciente
realizado en ratdénes sugirié que los espermatozoides que sufren reaccién acrosémica
llegan con mayor facilidad a la zona pelicida a través del cumulus que los

espermatozoides que no sufrieron ningin cambio estructural (Jin et al., 2011).

2.5. Fecundacion

Después de la ovulacién, el ovocito es atrapado por el infundibulo y conducido
hasta la ampolla del oviducto donde ocurre la fecundacién. El transporte del ovocito en
el oviducto se realiza mediante contracciones musculares y movimiento ciliares.

En especies con ovulacion espontanea, el tiempo de supervivencia de los
espermatozoides y la vida media de los ovocitos se ajusta al periodo entre el comienzo
del estro y la ovulacién. En el bovino, la capacidad fertilizante del espermatozoide se
mantiene por 24-48 hs y la vida media del ovocito varia entre 8-20 hs (Bedford, 1974).
La pérdida de la viabilidad del 6vulo es gradual por lo que durante su envejecimiento

pierde la capacidad para ser fertilizado normalmente.
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2.6. Inseminacién artificial

2.6.1. Sucesos historicos relevantes

La inseminacion artificial (IA) es la primera biotecnologia que se aplicé para
incorporar mejor genética y evitar las enfermedades venéreas en los animales de
granja. El primer hecho documentado de IA fue el de Spallanzani en 1784, quién
inseminé una perra que 62 dias mas tarde pario tres cachorros.

Ivanoff (1899) en Rusia comienza los estudios sobre la IA y luego de la primera
guerra mundial promueve la técnica como un procedimiento practico para restaurar y
desarrollar la ganaderia en Rusia, mediante el aumento del nimero de animales
domésticos mejorados genéticamente. La noticia de la amplia utilizaciéon de la 1A en
Rusia desperto el interés primero en Europa y luego en América. Sin embargo, la
aplicacion comercial de la IA tuvo lugar en Dinamarca recién en 1936, con la creacion
de la primera cooperativa lechera donde se inseminaron 1070 vacas en el primer afio
con el 59 % de prefiez. Los veterinarios daneses fueron quienes establecieron el
método de fijacion recto-vaginal del cuello uterino y la deposicion del semen
profundamente en el cuello o en el cuerpo del Gtero. M4s tarde, en 1940 Sgrensen
invento el tubo de celofan parafinado para empaquetar el semen (Foote, 2002).

Salisbury et al. (1941) en Estados Unidos de América descubrieron un diluyente
para el semen a base de citrato de sodio y yema de huevo. En el ganado vacuno, este
hallazgo resulté de fundamental importancia porque posibilité ampliar el volumen del
eyaculado y mantenerlo durante 72 horas entre 2 y 5°C con el uso de hielo y
conservadoras de poliestireno expandido. Mas tarde (1949), en Inglaterra, fue
informado que la adicion de glicerol al diluyente producia un efecto crioprotector sobre
espermatozoides sometidos a baja temperatura. Este descubrimiento permitid
mantener al semen con vida indefinidamente, sin alterar su capacidad fecundante. El
semen era conservado en recipientes de vidrio a una temperatura de -79°C lograda
con alcohol metilico y hielo seco (diéxido de carbono so6lido). Sin bien los primeros
experimentos se realizaron con semen de gallo, mas tarde se aplico en toros (Polge et
al., 1949).

Por otro lado, en 1964, Cassou tuvo en cuenta la idea de Sorensen
(empaquetamiento de semen) y cred las pajuelas y el aplicador (pistola o jeringa de

Cassou) que actualmente es utilizado en todo el mundo.
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Obviamente, el éxito reproductivo de la |A depende de la adecuada deteccién del
celo y la correcta aplicacién de la técnica. El momento de la inseminacién respecto al
inicio del celo fue establecido por Trimberger en 1948 y se baso en la regla A.M.-P.M.
y P.M.-A.M., es decir que los animales detectados en celo a la mafiana se inseminan a
la tarde y viceversa (Foote, 2002).

Alrededor de 1970, se demostré que la fertilidad de las inseminaciones realizadas
en el cuerpo uterino fue mayor que la obtenida de las inseminaciones realizadas en el
cérvix (Macpherson, 1968; Moller et al., 1972).

La utilizacion de tratamientos exitosos para el control de la ovulacion permitio
aumentar el nUmero de vacas para carne inseminadas artificialmente (Dziuk; Beuows,
1983). Hace mas de 60 afios que se investiga sobre métodos para sincronizar e
inducir el celo y la ovulacién; los primeros intentos se realizaron con aplicaciones

diarias de progesterona (Ulberg et al., 1951).

2.6.2. Inseminacion artificial a tiempo fijo

En Argentina, la cria bovina se realiza de forma extensiva en ambientes
productivamente marginales. De manera que, una biotecnologia reproductiva para que
sea aplicada sistematicamente es necesario que presente facilidades en el manejo de
los animales.

Actualmente la inseminacién artificial a tiempo fijo (IATF) es la principal
biotecnologia aplicada en programas de mejoramiento genético en establecimientos
dedicados a la cria bovina, principalmente por no presentar dificultades operativas
relacionadas con la deteccion del celo.

Los programas de sincronizacion e induccién de celo/ovulacion facilitan la IATF.
Ademas, presentan una ventaja adicional al reducir el periodo de anestro posparto
(Alberio et al., 1986; Mapletoft et al., 1999; Yavas; Walton, 2000).

La IATF permite reducir los intervalos parto-primer celo y entre partos, reducir la

temporada de pariciéon y obtener terneros uniformes en edad.
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2.6.3. Factores que afectan la tasa de gestacién en un programa de IATF

2.6.3.1. Aspectos relacionados con la calidad del semen criopreservado y con el

nimero de espermatozoides por dosis

La criopreservacion de semen es una técnica que permite beneficiar la cria de
animales domésticos de importancia econdmica y contribuir a la conservacion de
especies en extincion.

En los mamiferos, la tasa de gestacion es menor cuando los animales son
inseminados artificialmente con semen criopreservado que cuando son inseminados
con semen fresco. Esto se deberia a que, durante el proceso de congelacion-
descongelacion, se pierden espermatozoides viables y a que una proporcion de los
sobrevivientes sufren alteraciones estructurales y funcionales (Nagy et al., 2004).

Las pérdidas por muerte de espermatozoides durante el proceso de congelado se
debe a cambios de temperatura -shock por frio- (Drobnis et al., 1993), a los efectos
osmoticos y téxicos que producen las concentraciones de los agentes crioprotectores,
y a la formacion de hielo en el medio extracelular asociados a la presion osmotica
(Watson; Duncan, 1988).

Los espermatozoides que sobreviven a la congelacion-descongelacién sufren
cambios similares a la capacitacion, lo que explicaria que la vida media es mas corta
comparada con los espermatozoides de un semen que no fue congelado -semen
fresco- (Watson, 1995).

La motilidad de los espermatozoides se veria comprometida luego de la
congelacién-descongelacién. Sélo una pequefia subpoblacion mantendria la motilidad
rectilinea progresiva (Watson, 2000). Ademas, la criopreservacion induce la formacion
de especies oxigeno reactivos, estos agentes oxidantes provocan efectos negativos
sobre la funcion de los espermatozoides (O'Flaherty et al., 1997).

Los cambios superficiales de la membrana plasmatica producidos por la
criopreservacion afectarian la capacidad de interaccién con el epitelio oviductal
(Ellington et al., 1999).

En general, los efectos negativos de la técnica de criopreservacion de semen sobre
los espermatozoides son compensados por el nimero de espermatozoides que se

usan en la IATF.
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Es evidente que hay diferencias en la fertilidad entre los toros. Durante varias
décadas se estudiaron varios rasgos seminales para predecir el desempefio
reproductivo de los toros. Actualmente los indicadores mas importantes para evaluar la
fertilidad son la motilidad espermatica y la morfologia. Sin embargo, la determinacion
de las diferencias en fertilidad entre los toros requiere la inseminacién de varios miles
de animales del mismo centro comercial de semen.

Saacke et al. (2000) clasificaron y describieron las caracteristicas de los parametros
de calidad seminal compensables y no compensables. Los parametros compensables
estan relacionados a problemas de morfologia y de motilidad progresiva lo que dificulta
atravesar las barreras naturales del tracto genital femenino, alcanzar el ovocito,
penetrar la zona pelicida y bloquear la polispermia. Por lo consiguiente, los
parametros compensables pueden ser minimizados aumentando la dosis inseminante.
El ajuste de la dosis inseminante, debido a que son pocos los parametros
compensables evaluados, se realiza teniendo en cuenta los datos de fertilidad de un
gran numero de IA. En cambio, los efectos de los parametros seminales no
compensables, no pueden ser minimizados mediante el ajuste de la dosis inseminante,
porque los espermatozoides no pueden completar la fertilizaciéon (union de los
pronucleos) y mantener el desarrollo embrionario temprano.

El semen que presenta parametros seminales no compensables esta relacionado a
anormalidades espermaticas. No obstante, podria ser que la cabeza del
espermatozoide es morfoldgicamente normal, pero presentan vacuolas (diadema y
crateres) que podrian indicar un dafio en la estructura de la cromatina al igual que en
un espermatozoide morfolégicamente anormal. Un dafio en la estructura de la
cromatina podria dificultar la descondensacion del nucleo del espermatozoide y el
desarrollo del prontcleo masculino (Dalton, 2013).

En un trabajo donde se evalu6 el efecto del semen de toros clasificados como de
calidad media o de calidad por debajo de la media, segin el porcentaje de
anormalidades espermaticas, sobre la calidad de los embriones, se concluyd que
cuando se utilizé semen de calidad media, el porcentaje de embriones excelentes y
buenos fue mayor que cuando se utilizé semen de calidad por debajo de la media
(DeJarnette et al., 1992).
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2.6.3.2. Aspectos relacionados con la hembra

El anestro posparto, es definido como el periodo fisioldgico que ocurre en la hembra
desde el parto hasta el primer estro (Short et al., 1990). Eventualmente puede ocurrir
la primera ovulacion sin manifestacion de celo, por lo tanto el periodo de subfertilidad
seria mas prolongado (Stevenson et al., 1997).

Durante este periodo, se producen fundamentalmente dos cambios: la involucion
uterina y el restablecimiento funcional del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario-Utero que
conduce a la actividad sexual ciclica (Rivera; Alberio, 1991).

La primera limitante para que se restablezca la actividad ovarica posparto es la baja
concentracion sérica de LH. Entre 15 y 30 dias posparto son necesarios para el
restablecimiento de la concentracion de LH (Short et al., 1990). La duracion del
anestro posparto es variable y frecuentemente supera los 80 dias en vacas para carne
(Wright et al., 1992). Los factores que se asocian a esta variacion, entre los mas
importantes son: el amamantamiento, la condicion corporal, la época de paricién, la
edad y la cantidad de partos previos (Williams, 1990; Yavas; Walton, 2000).

El amamantamiento es el principal efecto inhibitorio de la actividad ciclica posparto
(Short et al., 1990), incluso la sola presencia del ternero al pie de la madre produciria
un anestro posparto mas prolongado (Lamb et al., 2001).

La baja condicion corporal (CC) asociada a una alimentacién insuficiente
incrementa el nimero de dias entre el parto y el primer celo y es la principal causa de
falla en la concepcion en vacas para carne durante la temporada de servicio
(Wettemann et al., 2003). También se ha demostrado el efecto negativo de la baja CC
sobre la tasa de concepcion en vacas que fueron inseminadas a tiempo fijo en Brasil y
en Argentina. Una CC de 2,5 en una escala de 1 a 5, es la minima aceptable para
realizar con éxito una IATF (Baruselli et al., 2003; Cutaia et al., 2003). En vacas para
carne sometidas a un programa de sincronizaciéon e induccién de celo/ovulacién, la
tasa de gestacion de una IATF es afectada por el amamantamiento (Vittone et al.,
2011) y la condicion corporal (Lamb et al., 2001; S& Filho et al., 2010a).
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2.6.3.3. Aspectos relacionados con la aplicacion de la técnica

2.6.3.3.1. Tratamientos de sincronizacién de celo/ovulaciéon

El momento de la inseminacion respecto a la ovulaciéon tiene un impacto
significativo sobre la fertilidad. Por lo tanto, el esfuerzo de la investigacién se ha
centrado en la sincronizacion de la ovulacién, de manera que, los tratamientos
hormonales tienden a disminuir la variaciéon en el tiempo de las ovulaciones (B¢ et al.,
2003).
Existen diversos protocolos de sincronizacion e induccién de celo/ovulacion para la
IATF, donde se propone una combinacion de hormonas que se basa en la
manipulacién de la fase folicular y litea del ciclo estral mediante:
1) la sincronizacion de la emergencia de una nueva onda folicular por medio de la
induccién de la ovulacién [(GnRH, LH o gonadotrofina coridnica humana (hCG)]
o la induccidn de la atresia folicular (combinaciéon de progesterona y estradiol)
(B6 et al., 1995).

2) el control de la duracion de la fase lUtea, se realiza mediante agentes
luteoliticos (prostaglandinas o sus analogos) o agentes que imiten la accién de
un cuerpo lateo (implantes de liberacion lenta de progesterona o
progestagenos) (Odde, 1990).

3) lainduccién de la ovulacién del foliculo dominante con una inyeccién de GnRH,
LH, hCG o sales de estradiol (Twagiramungu et al., 1995; Sales et al., 2012).

El dispositivo intravaginal impregnado en progesterona mantiene una concentracion
plasmatica de progesterona adecuada por un periodo determinado que imita a un CL
activo de vida media corta (Fike et al., 1997). Al retirarse el mismo, la concentracion
sérica de progesterona desciende hasta niveles subluteales y en consecuencia
aumenta la frecuencia del pulso de LH, que induce el crecimiento folicular e impide la
atresia del foliculo dominante (Savio et al., 1993).

El tratamiento cominmente utilizado en Argentina para la sincronizacion e
induccion del estro y la ovulacién para la IATF comprende: la aplicacion de una dosis
de 2 mg de benzoato de estradiol y un dispositivo intravaginal impregnado con 0,5 6 1
g de progesterona para la emergencia de una nueva onda folicular. Para controlar la
duracion de la fase luteal, se retira el dispositivo a los 7 u 8 dias y se realiza una

inyeccion de 500 pg de un analogo de la prostaglandina. La induccion de la ovulacion
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es realizada mediante una inyeccion de 0,5 mg de cipionato de estradiol al retiro del
dispositivo 0 una inyecciéon de 1 mg de benzoato de estradiol a las 24 hs de retirado el
dispositivo. En vacas para carne con baja CC, se recomienda la aplicacién de una
dosis de 400 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG) al retiro del dispositivo
porque posibilita la sincronizacion eficiente de la ovulacion estimulando el crecimiento
folicular (Baruselli et al., 2009).

Cuando se realiza una IATF, la manifestacion de celo podria mejorar la tasa de
gestacion. En Argentina, se logré mejorar la tasa de gestacion en vacas que fueron
detectadas en celo (mediante la desaparicion del pintado en la base de la cola)
comparada con vacas que no manifestaron celo después de la aplicacion de un
protocolo de sincronizacién/induccion de celo/ovulacion para IATF basado en
progestageno/estrogeno (Starhinger et al., 2011).

El cumplimiento del protocolo de sincronizacion (dosis, vias y horarios de
administracién de hormonas) es muy importante para el lograr el éxito de un programa
de IATF. Sin embargo, los resultados de fertilidad son variables. La CC, la
manifestacion de estro y la utilizacion o no de eCG podrian explicar en parte estas

variaciones.

2.6.3.3.2. Lugar de deposicién del semen

En los rodeos de cria, la IATF se realiza mediante el método convencional que
consiste en la deposicién del semen en el cuerpo del Gtero. Actualmente, con la
necesidad de aumentar la eficiencia biolégica de la IATF y con el advenimiento de
nuevas técnicas reproductivas, como la IA con semen sexado, podria necesitarse de la
IA intrauterina profunda asociada a un namero reducido de espermatozoides por dosis
(Seidel et al., 1997).

La inseminacién intrauterina profunda se mencioné como de importancia para
reducir la incidencia de la deposicion del semen en el cuello uterino (Lopez-Gatius,
2000). Sin embargo, se realizaron varios trabajos basados en la idea de que el istmo
caudal del oviducto es el reservorio espermatico funcional (Hunter; Wilmut, 1984) y en
consecuencia, la deposicion seminal cercana a la unidn Utero-tubarica podria mejorar
la tasa de gestacion respecto de la deposicion en el cuerpo uterino. Por un lado,
Senger et al. (1988) pusieron a prueba la IA bicornual que consiste en la deposicion

profunda de la mitad de una dosis de semen en un cuerno uterino y la otra mitad en el
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otro cuerno uterino y obtuvieron una mejora en la tasa de gestacién comparada con la
IA en el cuerpo uterino. Por otro lado, la deposicion del semen puede ser realizada en
el cuerno uterino ipsilateral al ovario con foliculo preovulatorio detectado mediante la
palpacién (Lépez-Gatius; Camoén-Urgel, 1988) o la ecografia transrrectal de los ovarios
(Kurykin et al., 2006). La inseminacion unicornual profunda se realiza mediante la
manipulacién suave de la curvatura mayor del cuerno uterino para introducir un cateter
gue contenga el semen, el cual es depositado en el extremo craneal del cuerno

(L6pez-Gatius; Camoén-Urgel, 1988).

2.6.3.3.3. Momento de la IATF

El momento éptimo para la IA se refiere al momento mas adecuado para alcanzar
una mayor tasa de gestacidon. Este momento depende de la vida media del ovocito y
del espermatozoide en el tracto genital femenino (Hunter; Wilmut, 1984).

El intervalo entre el inicio del estro natural o inducido por PGF,, y la ovulacién es de
27 hs aproximadamente (Walker et al., 1996; Pinheiro et al., 1998).

Estudios previos concluyeron sobre el momento Optimo para realizar la IA en
relacion al momento de la ovulacion. Dransfield et al. (1998) determinaron que la
probabilidad de que ocurra la concepcion disminuye a medida que la IA se aproxima al
momento de la ovulacién y que deberia realizarse entre 4 y 12 hs después del inicio
del estro. De manera similar, Dalton et al. (2001) informaron que la IA deberia
realizarse poco antes (12 hs) de que ocurra la ovulacion para maximizar la
disponibilidad de espermatozoides aptos para la fecundacion, pero no demasiado
tarde porque el ovocito podria sufrir un envejecimiento hasta la llegada de los
espermatozoides. De manera que, la tasa de concepcién disminuiria notablemente
cuando la IA se realiza luego de la ovulacion.

En los programas de sincronizacion e induccion de celo/ovulacion, la IA se realiza
en momentos fijos predeterminados. En general, se realiza antes de la ocurrencia de
la mayoria de las ovulaciones, lo cual depende del tratamiento hormonal utilizado. Por
esta razon, el requisito fundamental que debe cumplir un tratamiento de sincronizacion
de celo/ovulacién es concentrar las ovulaciones.

Con los tratamientos de sincronizacion basados en el uso de
progesterona/estrégeno, en la mayoria de los animales, las ovulaciones ocurren

después de las 65 hs de retirado el dispositivo impregnado con progesterona (Avilés et
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al., 2005; Sales et al., 2011). Por lo tanto, la IATF se realiza entre 48 - 56 hs después
del retiro del dispositivo (Pincinato et al., 2005; Manes et al., 2012).

2.6.3.3.4. Inseminador

La eficiencia del inseminador depende del manejo del semen y la capacidad del
técnico para depositar el semen en el cuerpo del Utero. Respecto del manejo del
semen, el inseminador debe contar con la identificacion precisa y de facil lectura de las
dosis de semen dispuestas en el termo con nitrégeno liquido. De modo que, las
pajuelas pueden ser localizadas y retiradas del termo rapidamente para evitar la
exposicidn del semen a temperatura ambiente. Cuando se retira una pajuela del termo
con nitrégeno liquido, es imperativo que el técnico mantenga el canastillo lo mas bajo
posible en el cuello del termo.

La temperatura del nitrégeno liquido en un termo para conservar el semen es -196
°C. Por otro lado, se indicé que temperaturas por encima de los -79 °C producen una
disminucion de la motilidad espermatica (Bean et al., 1963). Esto podria deberse al
dafio celular causado por una reorganizacion de los pequefios cristales de hielo
presentes en el fluido extracelular en cristales mas grandes. Este proceso se llevaria a
cabo durante los cambios sucesivos de temperatura por debajo y por encima de -130
°C. Este efecto biologico se llama recristalizacién. El dafio ocurre cuando los cristales
grandes de hielo invaden fisicamente la membrana y los organelas intracelulares. La
severidad del dafio celular depende del valor al que asciende la temperatura y de la
duracion a la exposicién a temperaturas por encima de -130 °C (Stroud, 2012).

En el termo lleno de nitrégeno liquido, la elevacion de las pajuelas con semen en el
cuello del termo por periodos de aproximadamente 1 minuto dio lugar a un aumento de
temperatura de 15 °C (-196 a -180 °C). Sin embargo, cuando el nivel de nitrégeno
liquido en el termo estuvo en 14 cm aproximadamente, la temperatura de las pajuelas
con semen en el cuello del termo aumentd 72 °C (-196 hasta -124 °C) y cuando fueron
retiradas e introducidas en el termo repetidas veces no volvieron a tener una
temperatura de -196 °C (Perry et al., 2011).

Cuando numerosas vacas deben ser inseminadas en un dia, son descongeladas
multiples dosis de semen simultdneamente para facilitar la IA. Dalton et al. (2004)
realizaron un experimento para determinar. a) el efecto de la descongelacion

simultanea de multiples pajuelas de 0,5 ml y la secuencia de la inseminacion (primera,
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segunda, tercera o cuarta) b) el efecto del inseminador (profesionales y no
profesionales) y c) el efecto del tiempo transcurrido desde el inicio de la
descongelacion de la pajuela hasta la deposicion seminal en el Utero sobre la tasa de
concepcion. La tasa de concepcioén difiri6 entre inseminadores profesionales y no
profesionales (45% vs 27%, respectivamente), pero el tiempo de descongelacién, la
secuencia de la inseminacion y el tiempo transcurrido (no mas de 15 minutos para la
cuarta pajuela) entre la descongelacion y la deposicién seminal no tuvo efecto sobre la

tasa de concepcion.

2.7. Factores que afectan el sexo de la cria

Actualmente la seleccion del sexo de la cria es un hecho; la citometria de flujo es el
método mas exacto por el cual los espermatozoides son seleccionados de acuerdo al
tipo de cromosoma -X o Y- (Johnson; Welch, 1999) . Sin embargo, existen varios
factores que podrian afectar la proporcién del sexo de las crias cuando se utiliza
semen sin sexar. De acuerdo a algunos estudios, los factores que podrian influir sobre
la proporcion del sexo de las crias en los bovinos son: la concentracién de
testosterona en el liquido folicular del foliculo preovulatorio (Grant; Irwin, 2005; Grant
et al.,, 2008), el estado de maduracion del ovocito (Dominko; First, 1997), el ovario
(derecho o izquierdo) del cual proviene el ovocito que dara origen al embrién (Hylan et
al., 2009), el lugar de deposicién del semen y el momento de la inseminacién (Wehner
et al., 1997).

Hay evidencias que indican que existen asociaciones entre la condicion corporal y/o
el dominio comportamental de la madre y la proporcion del sexo de la descendencia.
La condicion corporal adecuada y/o la dominancia materna permitirian una mayor
proporcion de descendencia masculina (Sheldon; West, 2004). Probablemente, la
buena condicién corporal sea una consecuencia de la dominancia materna y ésta de la
concentracion sérica de testosterona en los mamiferos (Bouissou, 1978). En los seres
humanos, se demostrdé que las mujeres dominantes concibieron mas hijos varones que
las mujeres no dominantes (Grant, 1994). Grant et al. (2008), demostraron que los
ovocitos de bovinos que se desarrollaron en foliculos que contenian alta concentracion
de testosterona aumentaron la probabilidad de ser fertilizados con espermatozoides

con cromosomas Y que con cromosomas X.
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Varios autores describieron la distribucion asimétrica de los sexos dentro del Utero
en mamiferos politocos. Encontraron una mayor proporcion de fetos femeninos en el
cuerno uterino derecho en la coneja (YoungLai et al., 1981), mientras que en el ratén y
en el jerbo mongol encontraron mayor cantidad de fetos de sexo masculino (Clark et
al., 1991). Un estudio realizado en la especie bovina revel6 que la proporcion de
terneros macho gestados en el cuerno uterino derecho fue mayor que en el cuerno
uterino izquierdo. Pero, la proporcién de terneros macho no fue diferente entre cuernos
cuando se realizé transferencia embrionaria. Por lo tanto, se concluyé que los factores
de seleccion del sexo probablemente provienen del ovario que da origen al ovocito
(Hylan et al., 2009).

El retraso de la inseminacion produjo proporciones mayores de embriones bovinos
de sexo masculino que de embriones de sexo femenino (Dominko; First, 1997). Por lo
gue, estos autores sugirieron que el estado de maduracién del ovocito en el momento
de la inseminacion puede ser responsable del procesamiento preferencial del
espermatozoide con cromosomas X 0 Y.

De acuerdo a los estudios realizados en espermatozoides de varias especies
domeésticas se observd que los espermatozoides con cromosomas X presentan mayor
cantidad de ADN que los cromosomas Y, en el caso de la especie bovina el
espermatozoide con cromosomas X tienen 3,8 % mas cantidad de ADN que los Y
(Garner, 2006). Ademas, se sugiri6 que los espermatozoides con cromosomas Y
podrian capacitarse antes que los X y por lo tanto, a medida que transcurre el tiempo
luego de la IA, la motilidad, la capacitacion y el tiempo de supervivencia de los
espermatozoides en el tracto reproductor femenino podrian ser diferentes entre
espermatozoides con cromosoma X e Y (Wehner et al., 1997). De manera que, el
momento de la IA después de iniciado el estro y el lugar de deposicion del semen
podrian influir en la proporcion del sexo de la cria.

Martinez et al. (2004) encontraron que la proporcion de terneros hembra es mayor
cuando la IA se realiza pocas horas después de iniciado el estro que cuando se realiza
mas tarde. Estos autores hipotetizaron que los resultados obtenidos podrian deberse a
diferencias en la capacitacion y en el transporte de los espermatozoides con
cromosoma X o Y. Por otro lado, Zobel et al. (2011) llevaron a cabo un trabajo para
determinar si el lugar de deposicién de semen en el Gtero podria afectar la proporcion
del sexo de los terneros. Los resultados que obtuvieron demostraron que la proporcion
de terneros macho fue mayor cuando la deposicion del semen se realizé en el cuerpo

del Gtero, que cuando se realizé profundamente en el cuerno uterino.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Experimento 1: “Vacas sin cria”

3.1.1. Animales y lugar experimental

El experimento se llevé a cabo en la Estacién Experimental Agropecuaria INTA
Balcarce (Buenos Aires) en diciembre de 2010. Se utlizaron 67 vacas Aberdeen
Angus, multiparas y sin cria. Los animales se mantuvieron juntos en condiciones de

pastoreo sobre pastura natural.

3.1.2. Tratamiento hormonal y semen utilizado

Todos los animales fueron tratados con un dispositivo intravaginal impregnado con
0,5 g de progesterona (DIB, Syntex, Argentina). Al momento de colocar el dispositivo
(dia 0) se aplicé una inyecciéon de 2 mg de benzoato de estradiol (BE; Benzoato de
estradiol, Syntex, Argentina; i.m.). Al retiro del DIB (dia 7) se aplic6 una dosis de 500
ug de cloprostenol sddico (Ciclase DL, Syntex, Argentina; i.m.). Veinticuatro horas mas
tarde (dia 8) se aplico 1 mg de BE y a las 54-56 hs de retirado el DIB (dia 9) se realizé
la IATF. Todas las inseminaciones fueron realizadas por un mismo operador. Se utilizé
semen proveniente de un toro de raza Aberdeen Angus de probada fertilidad. De un
mismo eyaculado se procesaron (congelacién) pajuelas de 0,5 ml con dosis reducida
de espermatozoides (DRE=8 millones totales) y con dosis convencional de
espermatozoides (DCE=40 millones totales). Previo al inicio del experimento, tres
pajuelas de cada dosis de espermatozoides fueron seleccionadas al azar y evaluadas
pos-descongelacion (37 °C/1 minuto). Las muestras, presentaron valores minimos de
motilidad progresiva rectilinea=50%, vigor=3 (escala de 1 a 5), morfologia espermatica
normal=88% y espermatozoides viables=68% (eosina-nigrosina). Las determinaciones
se realizaron de acuerdo a lo recomendado por el Western College of Veterinary
Medicine, Department of Herd Medicine and Theriogenology University of
Saskatchewan, Canada (Barth, 1995).
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3.1.3. Estudios ecogréaficos

Las ecografias se realizaron por via transrrectal mediante un transductor lineal de
7,5 MHz conectado a un ecografo ALOKA 500 SD. Los ovarios de cada vaca fueron
monitoreados a las 24 hs de retirado el dispositivo intravaginal (dia 8) con la finalidad
de determinar el ovario (izquierdo o derecho) con el foliculo de mayor tamafio
presuntamente dominante (FD) y medir el diametro (mm) del FD. Al momento de la
IATF (Dia 9) se determiné la presencia o ausencia (ovulacion pre-IATF) del FD. Por lo
tanto, el momento de ovulacién se definié como antes o después de la IATF.

La ovulacién se confirmd 10 dias después de la IATF por la presencia de un cuerpo
lateo en el ovario donde se encontraba el FD.

El diagndstico de gestacion se realiz6 a los 35 dias de la IATF.

3.1.4. Disefio experimental

Con la finalidad de disminuir las fuentes de variacibn y tener unidades
experimentales homogéneas se excluyeron dos vacas que habian perdido el DIB. En
consecuencia, un total de 65 vacas fueron distribuidas en cuatro tratamientos (T) de
acuerdo a la CC: T1 (Control): IA en el cuerpo del Utero con una DCE, T2: IA en el
cuerpo del atero con una DRE, T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una
DRE y T4: doble 1A en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE (una IA a las
54-56 hs y la otra 16 hs mas tarde). Por Gltimo se aplicd un segundo criterio de
exclusién, la ausencia de ovulacién, por lo cual se excluyeron seis vacas del
experimento. De manera que fueron tenidos en cuenta para el analisis estadistico del
experimento los datos completos de 59 animales.

La CC fue de 6,9+0,04 (mediatEEM) (escala de 1 a 9) y con el propdésito de evaluar
el efecto de la CC al inicio del experimento sobre la tasa de gestacion, los animales
fueron clasificados en: CC 6 6 CC 7 (Herd; Sprott, 1996).

El sexo de las crias fue registrado después del parto. Se detectaron cinco pérdidas
de gestacion en 35 vacas prefiadas. Por lo tanto, se registré un total de 30 crias (T1:
n=5, T2: n=8, T3: n=8y T4: n=9).
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En la figura 1 se presenta un esquema de las IATFs en funcién del protocolo de

sincronizacién e induccion de celo/ovulacion y de las observaciones ecogréficas

realizadas.
Inicio: Finalizacion:
Sincronizacién de celo Tratl. lf‘-g:y 3 Diagnéstico de gestacion
I I
DIB PGFyq 2 IATFs
BE DIB BE llTrat. 1
DIB (P4=0,59) 24‘hs 56‘hs 72 hs | |
|
0 7 8 9 10 19 44
T 1 T 1T
Ecografia

Figura 1: Presentacion esquematica del tratamiento hormonal, de las IATFs y de
las observaciones ecogréficas realizadas en “vacas sin cria”.

3.1.5. Andlisis estadisticos

La CC al inicio del experimento, no cumplié con el supuesto de normalidad para
realizar el analisis de varianza y fue analizada mediante el test de Kruskal-Wallis por
medio del procedimiento (PROC) NPARIWAY.

El diametro del FD, por no cumplir con el supuesto de normalidad, fue analizado
mediante el test de Kruskal-Wallis (PROC NPAR1WAY) y las proporciones de
animales que ovularon fueron comparadas por medio de la prueba Chi-cuadrado (XZ;
PROC FREQ) entre los momentos de ovulacion (antes o después de la IATF).

La tasa de gestacion (TG) al dia 35 después de la IATF fue evaluada mediante
regresion logistica mdltiple por medio del procedimiento LOGISTIC. EI modelo inicial
incluyé las variables explicativas: CC (6 6 7), T (1, 2, 3 6 4), diametro del FD (rango: 8-
11 mm o >11 mm) y momento de ovulacion (MOV; antes o después de la IATF),
interaccion entre Ty MOV e interaccion entre diametro del FD y MOV, que mediante la

seleccion del modelo por pasos hacia atras (backward) fueron eliminadas
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secuencialmente las variables con P>0,10 segun el estadistico de Wald. Por lo tanto,
el modelo final incluyé solamente la variable MOV.

El nimero de crias obtenido (n=30) solo permitié que la proporcion del sexo de las
crias sea comparada por separado entre los tratamientos o entre las vacas que
ovularon en el ovario izquierdo 6 derecho. Ademas, se comparé la proporcién del sexo
de las crias (n=21) seglin el MOV. Para este Ultimo analisis, como la doble IATF
(realizada en vacas correspondiente al T4) podria generar efectos confundidos del
momento de ovulacion sobre la proporcién del sexo de las crias, el T4 no fue
considerado. La variable binomial utilizada para el estudio fue ternero macho: si/no y
fue analizada mediante el Test Exacto de Fisher (PROC FREQ).

El programa estadistico utilizado en todos los procedimientos fue el SAS (1998).
Todos los efectos y diferencias se consideraron significativas con valores de P<0,05 y

con tendencia con 0,05<P<0,10.
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3.2. Experimento 2: “Vacas con cria”

3.2.1. Animales y lugares experimentales

El experimento se llevé a cabo en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA)
INTA Concepcion del Uruguay (Entre Rios) (EEAL) en noviembre-diciembre de 2011 y
en la EEA INTA Reconquista (Santa Fe) (EEA2) en enero de 2012. Se utilizaron 200
vacas (EEA1=132 y EEA2=68) multiparas con cria al pie de raza Hereford en la EEA1
y raza Braford en la EEA2. La alimentaciéon se basé en pasturas naturales

caracteristicas de cada zona.

3.2.2. Tratamiento hormonal y semen utilizado

Todos los animales fueron tratados con un dispositivo intravaginal impregnado con
0,5 g de progesterona (DIB, Syntex, Argentina). Al momento de colocar el dispositivo
(dia 0) se aplicé una inyecciéon de 2 mg de benzoato de estradiol (BE; Benzoato de
estradiol, Syntex, Argentina; i.m.) y se realiz6 un destete precoz definitivo. Al retiro del
dispositivo (dia 8) se aplicé una dosis de 500 ug de cloprostenol sédico (Ciclase DL,
Syntex, Argentina; i.m.) y 400 Ul de gonadotrofina coridnica equina (Novormén 5000,
Syntex, Argentina; i.m.). Veinticuatro horas mas tarde (dia 9) se aplic6 1 mgde BEy a
las 54-56 hs de retirado los dispositivos (dia 10) se realizé la IATF. Todas las
inseminaciones fueron realizadas por un mismo operador. Se utilizd6 semen
proveniente de dos toros de probada fertilidad, uno de raza Polled Hereford en la
EEA1 y otro de raza Braford en la EEA2. De un mismo eyaculado de cada toro se
procesaron (congelacion) pajuelas de 0,5 ml con dosis reducida de espermatozoides
(DRE=5 millones totales) y con dosis convencional de espermatozoides (DCE=25
millones totales). Previo al inicio del experimento, tres pajuelas de cada dosis de
espermatozoides fueron seleccionadas al azar y evaluadas pos-descongelacion (37
°C/1 minuto). Las muestras, presentaron valores minimos de motilidad progresiva
rectilinea=45%, vigor=3 (escala de 1 a 5), morfologia espermatica normal=84% y
viables=55% (eosina-nigrosina). Las determinaciones se realizaron de acuerdo a lo
recomendado por el Western College of Veterinary Medicine, Department of Herd

Medicine and Theriogenology University of Saskatchewan, Canada (Barth, 1995).
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3.2.3. Estudios ecogréaficos

A las 24 horas de retirado el DIB (dia 9) se realiz6 ecografia ovarica por via
transrrectal (FALCO VET 100, 6-8 MHz) con la finalidad de determinar el ovario
(izquierdo o derecho) con el foliculo de mayor tamafio presuntamente dominante (FD)
y sélo en una muestra al azar en la EEA1 (n=52) y en la totalidad de las vacas de la
EEA2 (n=68) se midio el diametro del FD. En estos animales, al momento de la IATF
(Dia 10), se determiné la presencia o ausencia (ovulacién pre-IATF) del FD. Por lo
tanto, el momento de ovulacién se definié como antes o después de la IATF.

La ovulacién se confirmd 10 dias después de la IATF por la presencia de un cuerpo
lateo en el ovario donde se encontraba el FD.

El diagndstico de gestacion se realizé a los 35 dias de la IATF.

3.2.4. Disefio experimental

Con la finalidad de disminuir las fuentes de variacibn y tener unidades
experimentales homogéneas se determinaron los siguientes criterios de exclusion de
vacas: 1) presencia de alteraciones y/o lesiones del aparato reproductor, 2) pérdida del
DIB y 3) FD no observado al dia 9. Tras la aplicacion de estos criterios, 20 vacas
(EEAL: n=9 y EEA2: n=11) se excluyeron del experimento. En consecuencia, un total
de 180 vacas fueron distribuidas en cuatro tratamientos (T) de acuerdo al intervalo
parto-tratamiento (IPT) y condicion corporal (CC), de manera que los promedios del
IPT y la CC fueran similares entre tratamientos dentro de cada EEA. Los tratamientos
en ambas EEA fueron: T1 (Control): 1A en el cuerpo del Gtero con una DCE, T2: IA en
el cuerpo del Gtero con una DRE, T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una
DRE y T4: doble 1A en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE (una IA a las
54-56 hs y la otra 16 hs mas tarde). Por Ultimo, se aplic6 el cuarto criterio de exclusion,
la ausencia de ovulacién, por lo cual se excluyeron tres vacas del experimento. De
manera que, fueron tenidos en cuenta para el analisis estadistico del experimento los
datos completos de 177 animales (EEAL: n=122 y EEA2: n=55). Cuando se considero
el diametro del FD y el MOV fueron tenidos en cuenta para el analisis estadistico los
datos completos de 106 animales (EEAL: n=51 y EEA2: n=55) con una distribucion
homogénea del nimero de animales entre tratamientos (T1: n=28, T2: n=27, T3: n=26
y T4: n=25).
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La CC fue de 3,9+0,07 (mediatEEM) (escala de 1 a 9) y con el propdésito de evaluar
el efecto de la CC al inicio del experimento sobre la tasa de gestacién, los animales
fueron clasificados en: CC baja (2 y 3), CC limite (4) y CC 6ptima (5 y 6) (Herd; Sprott,
1996). El IPT fue de 62,9+1,2 dias (promedioEEM) con un rango de 35 a 94 dias.

El sexo de las crias fue registrado después del parto. En la EEA1 se detectaron tres
pérdidas de gestacion en 49 vacas prefiadas. Mientras que, en la EEA2 se detectaron
cinco pérdidas de gestacion en 25 vacas prefiadas. Por lo tanto, se registré un total de
66 crias [EEAL: n=46 (T1: n=10, T2: n=5, T3: n=17 y T4: n=14) y EEA2: n=20 (T1:
n=6, T2: n=6, T3: n=6 y T4: n=2)]. En las vacas (n=106) donde se observé el MOV, se
debio registrar 45 crias, pero sélo se registré un total de 40 crias (EEAL: n=20 y EEA2:
n=20) debido a las pérdidas de gestacion mencionadas. En consecuencia, la
distribucién del nimero de las crias en los tratamientos, fue: T1: n=11, T2: n=8, T3:
n=14y T4: n=7.

En la figura 2 se presenta un esquema de las IATFs en funcién del protocolo de

sincronizacién e induccion de celo/ovulacion y de las observaciones ecogréficas

realizadas.
Inicio: Finalizacion:
Sincronizacién de celo Tra%. lf-;': v3 Diagnéstico de gestacion
PGF,q L1
DIB eCG 2 IATFs
BE DIB BE Trat. 4
DIB (P4=0,59) 24 hs 56‘ hs 72‘hS ‘ |
|
0 8 9 10 11 20 45
T 1T T il

Ecografia

Figura 2: Presentacion esquematica del tratamiento hormonal, de las IATFs y de
las observaciones ecogréficas realizadas en “vacas con cria”.
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3.2.5. Andlisis estadisticos

La CC al inicio del experimento no cumplié con el supuesto de normalidad
necesario para realizar el andlisis de varianza y fue analizada mediante el test de
Kruskal-Wallis (PROC NPAR1WAY). Mientras, que el IPT fue analizado mediante el
analisis de varianza (PROC GLM).

Se realizé un andlisis adicional (n=106) sobre el diametro del FD y la proporcion de
animales que ovularon segun el MOV (antes o después de la IATF). El diametro del
FD se analiz6 por medio de un modelo lineal generalizado para distribuciones
normales (PROC GLM) y las proporciones de animales que ovularon fueron
comparadas por medio de la prueba X?(PROC FREQ).

La TG (n=177) al dia 35 después de la IATF fue analizada mediante regresion
logistica multiple y se utilizé el procedimiento LOGISTIC. ElI modelo inicial incluyo las
variables explicativas: IPT (covariable), EEA (EEA1 o EEA2, incluye los efectos del
toro y la raza de vacas), CC (baja, limite u 6ptima), T (1, 2, 3 6 4), interaccién entre
EEA y T e interaccién entre CC y T, que mediante la seleccion del modelo por pasos
hacia atras (backward) fueron eliminadas secuencialmente las variables con P>0,10
segun el estadistico de Wald. Por lo tanto, el modelo final incluyé solamente la variable
T. Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por medio de contrastes con la
prueba X?* (PROC GENMOD).

Cuando se consider6 el diametro del FD y el MOV, la TG (n=106) al dia 35 después
de la IATF fue analizada del mismo modo que para el total de animales, pero el
modelo inicial incluy6 las variables explicativas: IPT (covariable), EEA, CC, T , rangos
del diametro del FD (8-11 mm o >11 mm), MOV (antes o después de la IATF),
interaccion entre T y MOV e interaccion entre didmetro del FD y MOV. Luego de la
seleccion de variables (estadistico de Wald), el modelo final incluyé la variable
diametro del FD, MOV y su interaccion. La interaccion fue evaluada por medio de
contrastes mediante la prueba X* (PROC GENMOD).

El nimero de crias obtenido (n=66) sdélo permitié que la proporcion del sexo de las
crias sea comparada por separado entre las EEAs, entre los tratamientos o entre las
vacas que ovularon en el ovario izquierdo 6 derecho. Ademas, se compard la
proporcion del sexo de las crias (n=33) segln el MOV. Para este Ultimo analisis, como
la doble IATF (realizada en vacas correspondiente al T4) podria generar efectos

confundidos del momento de ovulacién sobre la proporcién del sexo de las crias, el T4
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no fue considerado. La variable binomial utilizada para el estudio fue ternero macho:
si/no y fue analizada mediante el Test Exacto de Fisher (PROC FREQ).

El programa estadistico utilizado en todos los procedimientos fue el SAS (1998).
Todos los efectos y diferencias se consideraron significativas con valores de P<0,05 y

con tendencia con 0,05<P<0,10.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1: “Vacas sin cria”

4.1.1. Condicién corporal

No se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre tratamientos en la

condicion corporal en vacas que ovularon (Cuadro 1).

Cuadro 1: Condicion corporal (CC) al inicio del experimento en “vacas sin cria” que
ovularon.

Tratamiento

Variable P-valor
1 2 3 4

n= 59 13 17 14 15 -

CC (mediatEEM) 6,8+0,1 6,8+0,1 7,0+0,1 6,940,1 0,972

Tratamento: T1 (Control): IA en el cuerpo del Utero con una DCE; T2: IA en el cuerpo del Gtero con
una DRE; T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE y T4: doble IA en el cuerno uterino
ipsilateral al FD con una DRE.

4.1.2. Diametro del foliculo dominante y proporcion de animales que ovularon

segun el momento de ovulacion

En la totalidad (n=59) de vacas que ovularon, el diametro promedio del FD a las 24
hs de retirado el DIB fue de 9,9+0,3 mm (zEEM).

No se observaron diferencias significativas (P>0,05) ni en el diametro del FD ni en

la proporcion de animales que ovularon segun el MOV (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Diametro del foliculo dominante (FD; mm) a las 24 hs de retirado el DIB
y proporcién (%) de animales que ovularon segun el momento de ovulacion en “vacas

sin cria”.
Momento de ovulacién
Variable P-valor
Antes de la IATF Después de la IATF
Diametro FD (promediotEEM) 10,3+0,5 9,6+0,3 0,744
Proporcion de vacas que ovularon (n) 40,1 (24/59) 59,3 (35/59) 0,152

4.1.3. Tasa de gestacion segun el tratamiento

La TG no fue afectada (P>0,10) por el tratamiento en vacas que ovularon (Figura

3).
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Figura 3: Tasa de gestacion (vacas prefiadas/vacas ovuladas) para los diferentes
tratamientos [T1 (Control): IA en el cuerpo del Gtero con una DCE; T2: IA en el cuerpo
del Gtero con una DRE; T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE y T4:
doble IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE] en “vacas sin cria”.
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4.1.4. Tasa de gestacion segun el diametro del FD al proestro y el momento de

ovulacioén

La TG no fue afectada (P>0,10) por la interaccion entre el diametro del FD y el
momento de ovulacién. El diametro del FD no afect6 la tasa de gestacion [rango 8-11
mm: 59,6% (28/47) y rango >11 mm: 58,3% (7/12)] en “vacas sin cria”. Sin embargo, la
tasa de gestacion tendié a ser mayor (P=0,08) en vacas que ovularon después que en

vacas que ovularon antes de la IATF (Figura 4).

oOQvulacion antes de la IATF m Ovulacion después de la IATF
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& 20,0
10,0 45,8% 68,6%
(11/24) (24/35)
0,0

() Numeros entre paréntesis significa el nimero de vacas (prefiadas/ovuladas).
(a, b) valores con letras distintas en la misma columna tienden a ser diferentes (P=0,08)

Figura 4: Tasa de gestacion (vacas prefiadas/vacas ovuladas) segun el momento
de ovulacién en “vacas sin cria”.

4.1.5. Proporcidn del sexo de las crias

La proporcion del sexo de las crias (n=30) no fue diferente (P=0,692) entre los
tratamientos.

El 63,3 % (19/30) de las vacas que lograron el parto ovularon en el ovario derecho.
La proporcidn del sexo de las crias no fue diferente (P=0,453) en vacas que ovularon

en el ovario izquierdo que en vacas que ovularon en el ovario derecho (Cuadro 3).
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Cuadro 3: Proporcidon de terneros macho segin el ovario donde ocurrié la
ovulacién en “vacas sin cria”.

Ovario Terneros macho/total de las crias (%)
Derecho (n=19) 7/19 (36,8)
Izquierdo (n=11) 6/11 (54,5)
Total (n=30) 13/30 (43,3)

Por otro lado, la proporcién del sexo de las crias (n=21) no fue afectada (P>0,10)

por el MOV (Cuadro 4).

Cuadro 4: Proporciéon de terneros macho segun el momento de ovulacion (MOV)
respecto de la IATF en “vacas sin cria”.

MOV Terneros macho/total de las crias (%)
Antes de la IATF (n=5) 2/5 (40)
Después de la IATF (n=16) 7/16 (43,8)

Total (n=21) 9/21 (42,9)
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4.2. Experimento 2: “Vacas con cria”

4.2.1. Condicién corporal e intervalo parto-tratamiento

No se observaron diferencias significativas (P>0,05) entre tratamientos en la
condicion corporal ni en el intervalo parto-tratamiento hormonal al inicio del

experimento en vacas que ovularon (Cuadro 5).

Cuadro 5: Condicion corporal (CC) e intervalo parto-tratamiento hormonal (IPT) al
inicio del experimento en “vacas con cria” que ovularon.

Tratamiento

Variable I 5 3 Z P-valor
n=177 47 45 43 42 -
CC (mediatEEM) 3,9+0,1 3,9+0,2 3,810,1 4,0140,1 0,624
IPT (promediotEEM) 62,812,2 63,3+2,4 62,412,4 63,2+2,6 0,991

Tratamento: T1 (Control): IA en el cuerpo del Utero con una DCE; T2: IA en el cuerpo del Gtero con
una DRE; T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE y T4: doble IA en el cuerno uterino
ipsilateral al FD con una DRE.

4.2.2. Diametro del foliculo dominante y proporcion de animales que ovularon

segun el momento de ovulacion

Del analisis adicional (n=106) resulté que el diametro promedio del FD a las 24 hs
después de retirado el DIB fue de 11,1+0,2 mm (xEEM) y fue mayor (P<0,05) en vacas
gue ovularon antes que en vacas que ovularon después de la IATF. De manera
opuesta, la proporcién de animales que ovularon fue mayor (P<0,05) en vacas que

ovularon después respecto de las que ovularon antes de la IATF (Cuadro 6).
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Cuadro 6: Diametro del foliculo dominante (FD; mm) a las 24 hs de retirado el DIB
y proporcioén (%) de animales que ovularon segun el momento de ovulacién en “vacas

con cria”.
Momento de ovulacién
Variable P-valor
Antes de la IATF  Después de la IATF
Diametro FD (PromediotEEM) 11,9+0,4 10,8+0,2 0,007
Proporcion de vacas que ovularon (n) 31,1 (33/106) 68,9 (73/106) <0,001

4.2.3. Tasa de gestacion segun el tratamiento

La TG en el total de vacas (n=177) so6lo fue afectada (P=0,05) por el tratamiento. La

TG del T4 fue similar (P>0,05) a la TG de los demas tratamientos, mientras que la TG

del T3 fue mayor (P<0,05) que la TG del T1 (control) y T2 (Figura 5).
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(a, b) valores con letras distintas en las columnas difieren significativamente, P<0,05.

Figura 5: Tasa de gestacion (vacas prefiadas/vacas ovuladas) para los diferentes
tratamientos [T1 (Control): IA en el cuerpo del Gtero con una DCE; T2: IA en el cuerpo
del Gtero con una DRE; T3: IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE y T4:
doble IA en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una DRE] en “vacas con cria”.
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4.2.4. Tasa de gestacion segun el diametro del FD al proestro y el momento de

ovulacioén

La TG (n=106) fue afectada (P=0,05) por la interaccion entre el diametro del FD y el

MOV en “vacas con cria” (Figura 6).
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() Numeros entre paréntesis significa el nimero de vacas (prefiadas/ovuladas).
Hubo efecto de la interaccion entre el diametro del FD y el MOV, P=0,05.

Figura 6: Tasa de gestacion (vacas prefiadas/vacas ovuladas) segln el diametro
del foliculo dominante (FD) medido a las 24 hs de retirado el DIB y el momento de
ovulacion (MOV) en “vacas con cria”.

4.2.5. Proporcion del sexo de las crias

La proporcion del sexo de las crias (n=66) no fue diferente (P>0,10) entre las EEAs

y entre los tratamientos.

El 65,2 % (43/66) de las vacas que lograron el parto ovularon en el ovario derecho.

La proporcidn del sexo de las crias no fue diferente (P=0,611) en vacas que ovularon

en el ovario izquierdo que en vacas que ovularon en el ovario derecho (Cuadro 7).
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Cuadro 7: Proporcidon de terneros macho segun el ovario donde ocurrié la
ovulacién en “vacas con cria”.

Ovario Terneros macho/total de las crias (%)
Derecho (n=43) 22/43 (51,2)
Izquierdo (n=23) 10/23 (43,5)
Total (n=66) 32/66 (48,5)

Por otro lado, la proporcién de terneros macho sobre el total de las crias (n=33)

tendié a ser mayor (P=0,07) en vacas que ovularon después de la IATF (Cuadro 8).

Cuadro 8: Proporcién de terneros macho segun el momento de ovulacién (MOV)
respecto de la IATF en “vacas con cria”.

MOV Terneros macho/total de las crias (%)
Antes de la IATF (n=6) 1/6 (16,7) b
Después de la IATF (n=27) 17/27 (63) a
Total (n=33) 18/33 (54,5)

(a, b) valores con letras distintas en la misma columna tienden a ser diferentes (P=0,07).
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5. DISCUSION

5.1. Diametro del foliculo dominante y proporciéon de animales que ovularon

segun el momento de ovulacion

A pesar que el objetivo de este trabajo no fue comparar las diferentes variables
entre vacas con y sin cria debido a que son fisiol6gicamente diferentes, se observo
gue el diametro promedio del FD a las 24 hs de retirado el dispositivo en animales que
ovularon fue de 9,9 y 11,1 mm en “vacas sin cria” (Exp. 1) y “vacas con cria” (Exp. 2),
respectivamente. Esta diferencia (1,2 mm) del diametro folicular podria deberse a que
vacas en lactancia tendria menor concentraciébn sérica de progesterona
(Sangsritavong et al.,, 2002), en consecuencia, mayor liberacion de LH y mayor
crecimiento folicular que en vacas sin cria. También podria deberse a la duracién del
tratamiento con progesterona (Exp. 1= 7 dias y Exp. 2= 8 dias). Manes et al. (2012)
encontraron en vacas en anestro que el diametro del FD fue menor cuando el
tratamiento con progesterona tuvo una duracién de 7 dias comparado con una
duracion de 8 6 9 dias. Por otro lado, los animales del experimento 2 recibieron una
dosis de gonadotrofina coridnica equina (eCG) que podria aumentar el tamafio folicular
respecto del experimento 1. Varios trabajos (Yavas; Walton, 2000; Baruselli et al.,
2009; Sa Filho et al.,, 2010b) informaron que la aplicacién de una dosis de eCG
después de finalizado un tratamiento con progesterona produce un aumento del
diametro del foliculo dominante.

De todas maneras, si consideramos una tasa de crecimiento diario de 1,2 mm/dia
(Ginther et al., 1989) del foliculo dominante desde el proestro hasta la ovulacién, los
resultados de ambos experimentos son coincidentes con los obtenidos por otros
autores (Gimenez et al., 2005; Sa Filho et al., 2010a), quienes establecieron que existe
un tamafio éptimo del foliculo preovulatorio para que la tasa de ovulacién sea cercana
al 100%.

Durante el crecimiento folicular y desarrollo de los ovocitos se producen y
almacenan ARNm y proteinas (Brevini-Gandolfi y Gandolfi, 2001) y a medida que
aumenta el tamafio del foliculo y del ovocito, se adquiere una mayor competencia para
la ovulacioén. El diametro promedio del FD a las 24 hs de retirado el DIB en “vacas sin
cria” (Exp. 1) fue similar entre los animales que ovularon antes (10,3+0,5 mm) y

después (9,6+0,3 mm) de la IATF. Sin embargo, en “vacas con cria” (Exp. 2) fue
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significativamente diferente (ovulacion pre-IATF=11,9+0,4 mm y pos-IATF: 10,8+0,2
mm).

Probablemente esta diferencia se deba al momento de la emergencia de la nueva
onda folicular luego de la aplicacién del dispositivo intravaginal y la inyeccién del
benzoato de estradiol. Ginther et al. (1989) definié a la emergencia natural de una
onda folicular como la aparicién espontanea de un grupo de foliculos antrales entre 4
y 5 mm de diametro. La utilizacion de un tratamiento con progesterona y estrogeno
suprime el crecimiento folicular y consecuentemente permite la aparicion sincrénica de
una nueva onda folicular aproximadamente 4 dias después de la aplicaciéon del
estrégeno con una variacion de 3 a 6 dias. Esta variacion es influenciada por la fase
de desarrollo folicular y el estado endocrino del animal al inicio del tratamiento (B6 et
al., 1995). De manera que, un FD de mayor diametro al proestro podria provenir de
una onda folicular que emergié mas temprano que una onda de la cual proviene un FD
de menor didmetro. Por otro lado, poco antes de la dominancia folicular, el futuro FD
presenta una mayor expresién de receptores para LH y mayor capacidad de
crecimiento que los futuros foliculos subordinados (Beg et al., 2002). En consecuencia,
previo a la ovulacién el FD alcanza la capacidad de responder al pico preovulatorio de
la LH (capacidad ovulatoria) que es adquirida cuando un foliculo preovulatorio alcanza
un diametro de 10 mm (Sartori et al., 2001). Por lo tanto, un FD de mayor diametro
tiene mas probabilidad de ovular antes que un FD de menor diametro, quien requeriria
mas tiempo para alcanzar un tamafio 6ptimo de ovulacion.

La ovulacion adquiere una importancia preponderante para el éxito reproductivo en
los mamiferos. Por lo tanto, los tratamientos de sincronizacién e induccion de
celo/ovulacion para IATF persiguen el objetivo de obtener una alta tasa de ovulacion y
gue la mayoria de las ovulaciones se produzcan en un rango reducido de tiempo para
asegurar una alta tasa de concepcién y gestacion.

La proporcion de animales que ovularon antes o después de la IATF no fue
diferente en el experimento 1, probablemente debido a que el nimero de animales
utilizados no fue suficiente para detectar una diferencia. En cambio, en el experimento
2 la proporcién de animales que ovulo después de la IATF fue mayor que la proporcion
de animales que ovulé antes de la IATF. Estos resultados son similares a trabajos
previos (Pincinato et al., 2005; Baruselli et al., 2009; Sales et al.,, 2011) donde se
observd que la mayoria de las ovulaciones se produjeron después de las 54 hs de

retirado el dispositivo intravaginal en animales que fueron tratados con un protocolo de
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sincronizacién e induccion del celo/ovulacion basado en progesterona y benzoato de

estradiol.

5.2. Tasa de gestacidn segln el tratamiento

La inseminacion artificial intracornual profunda se basa en el concepto de que la
deposicion de espermatozoides lo mas cercana posible a la union Utero-tubarica
aumentaria el nimero de espermatozoides potencialmente fertilizantes en el reservorio
espermatico funcional del oviducto -istmo caudal- (Hunter; Greve, 1997).

En el experimento en “vacas sin cria” (Exp. 1) y en el experimento en “vacas con
cria” (Exp. 2) cuando se analizaron los datos de 106 animales, no se observaron
diferencias en la tasa de gestacién entre los tratamientos, lo que podria indicar que el
namero de animales utilizados por tratamiento (Exp. 1: n=13 a 17 y Exp. 2: n=25 a 28)
no fue suficiente para detectarla. Sin embargo, en el experimento 2 los resultados
obtenidos con el total de animales (n=177) demuestran que una IATF realizada en el
cuerno uterino ipsilateral al ovario con foliculo dominante, combinada con un bajo
namero de espermatozoides (T3) mejora la tasa de gestacidn comparada con una
IATF realizada en el cuerpo del Utero con una dosis reducida o convencional de
espermatozoides. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores
(Senger et al., 1988; Lopez-Gatius; Camoén-Urgel, 1988), donde la deposicion seminal
intracornual profunda resulté en una tasa de gestacién mayor que la deposicion en el
cuerpo uterino. Otro estudio demostré que la inseminacion intracornual con 2 6 40
millones de espermatozoides por dosis fue mas eficaz que una inseminacion
convencional (deposicion en el cuerpo del Utero de 40 millones de espermatozoides)
(Kurykin et al., 2003). Una posible explicacion de los resultados observados en el
presente trabajo, podria ser que el nimero de espermatozoides se reduciria
sustancialmente cuando son depositados en el cuerpo del Gtero debido a que gran
parte de los espermatozoides podrian perderse por el movimiento retrégrado hacia la
vagina (Hawk; Tanabe, 1986; Mitchell et al., 1985; Gallagher; Senger, 1989). No
obstante, existen trabajos en los que no se han observado diferencias ni en la tasa de
fecundacion (Hawk; Tanabe, 1986) ni en la tasa de gestacion (Momont et al., 1989) al
comparar ambos sitios de deposicion. Esto no ocurriria cuando la deposicion es
realizada cerca de la unién utero-tubarica. Por otro lado, en el presente estudio, la tasa

de gestacion de la IATF en el cuerpo del Gtero con una dosis reducida (5 millones de
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espermatozoides) tendié a ser inferior a la obtenida con una dosis de 25 millones de
espermatozoides. Anderson et al. (2004) concluyeron que, una dosis de 2 millones de
espermatozoides congelados-descongelados podria ser demasiado baja en la mayoria
de los toros para obtener aceptables tasas de gestacion y probablemente en nuestro
trabajo una dosis de 5 millones de espermatozoides haya sido insuficiente para los
toros utilizados.

En el presente trabajo, la doble IATF (T4) no mejor6é la tasa de gestacion
comparada con una IATF. Este resultado coincide con el obtenido por Kurykin et al.
(2003), donde la tasa de gestacion fue similar entre una IATF (80-82 hs) y dos IATF
(72 y 96 hs) después de aplicar un protocolo para sincronizacién de celos con doble
dosis de PGF2a. De modo similar, en otro trabajo, donde se utiliz6 GnRH y doble IA en
vacas Holstein que presentaron estro espontaneo, tampoco se encontraron diferencias
en las tasas de gestacion entre una y dos IA (Stevenson et al.,, 1990). Se podria
hipotetizar que, la doble IATF intracornual profunda produzca una mayor lesion y/o
contaminacion del endometrio que afectaria el transporte espermatico y la viabilidad
embrionaria, lo que no seria una ventaja para mejorar la eficiencia de un programa de
IATF. Sin embargo, Williams et al. (1987) sugirieron que la IA intracornual profunda no
produce lesiones ni contaminacion bacteriana en el endometrio. Por otro lado, en el
presente estudio la segunda inseminacion podria no haber causado efecto sobre la
tasa de gestacion por realizarse demasiado tarde respecto a la ovulacion (Dalton et al.,
2001).

5.3. Tasa de gestacién seglin el diametro del FD al proestro y el momento de

ovulacioén

En el experimento 1 (vacas sin cria) la TG tendié a ser mayor en vacas que
ovularon después que en vacas que ovularon antes de la IATF. Mientras que, en el
experimento 2, las vacas con un FD >11 mm y que ovularon antes de la IATF
presentaron una TG menor que las vacas que ovularon después de la IATF y que las
vacas que presentaron un FD de 8-11 mm, independientemente del momento de
ovulacion.

Como fue mencionado anteriormente, el tamafio del FD al proestro afect6 el
momento de la ovulacion, es decir que el intervalo entre el inicio del proestro

(inyeccién de prostaglandina) y la ovulaciéon en animales con FD de mayor diametro
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fue menor que el intervalo en animales con FD de menor tamafio. Esto es
particularmente importante porque la tasa de gestacion en vacas para carne aumento
cuando el proestro fue mas largo, debido a que los animales estuvieron expuestos a
mayor concentracién de estradiol y por un periodo mas prolongado. La produccién del
estradiol durante el proestro tiene efectos positivos sobre el desarrollo de un CL
competente y sobre las células uterinas para la supervivencia del embrion (Bridges et
al., 2010).

Respecto a la tasa de gestacién segun el intervalo IA-ovulacion, varios trabajos
fueron realizados para determinar el momento éptimo de la IA en bovinos para leche.
En general, todos coinciden que la IA debe realizarse entre 12 y 24 hs de iniciado el
estro, es decir antes que ocurra la ovulacién. Ejemplo de estos trabajos es un estudio
realizado por Dransfield et al. (1998), quienes luego de la deteccion de celo natural
espontaneo mediante el sistema electronico Heat Watch®, obtuvieron una mayor tasa
de gestacion cuando la inseminacion se realizé entre 4 y 16 hs después del inicio del
estro que cuando se realiz6 por fuera de dicho periodo. Otro ejemplo, es un trabajo de
campo realizado en vaquillonas que fueron inseminadas entre las 0 y 13 hs después
de iniciado el estro natural y presentaron una mejor tasa de concepcién (60%) que
cuando fueron inseminadas entre 13,5 y 33 hs posteriores al inicio del estro -40%-
(Rankin et al., 1992). Probablemente, la IATF realizada posterior a la ovulacion llevaria
a una asincronia (retraso) entre la llegada de los espermatozoides con capacidad
fertilizante y la maduracion del ovocito como preparacion a la fecundacion. En el
presente trabajo, la asincronia podria observarse en animales con un FD de mayor
tamafo que ovularon antes de la IATF y que presentaron una tasa de gestacién menor
gue el resto de los animales (Exp. 2).

Una posible explicacion de que la tasa de gestacion es mayor en animales que
ovulan después (inseminacion realizada antes de la ovulacién) que en animales que
ovulan antes de la IATF, es que los espermatozoides con capacidad fertilizante
requieren hasta 12 hs para realizar su recorrido desde el cuerpo del Utero hasta el sitio
de fertilizacion (Scott, 2000). En un experimento llevado a cabo en vaquillonas con
estro inducido con doble dosis de un analogo de prostaglandina y con servicio con
toros, se determind que la tasa de fertilizacion (ovocitos fertilizados/ovocitos
recolectados en el oviducto) a las 6, 8, 10 6 12 hs posteriores al servicio fue de 9, 40,
42 y 70 % respectivamente. Por lo tanto, los autores sugirieron que la poblacion de
espermatozoides potencialmente fertilizante comenzaria a estar presente luego de 6

hs de la deposicion del semen. De manera que, durante la fase lenta de transporte
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espermatico, los espermatozoides con capacidad fertilizante atraviesan la unién utero-
tubarica y se acumulan en el istmo caudal del oviducto y permanecen alli hasta la
ovulacion (Wilmut; Hunter, 1984).

Por otro lado, varios autores (Vandemark; Moeller, 1951; Wilmut; Hunter, 1984)
informaron que inmediatamente después de la deposicién natural del semen en la
vagina, un pequefio nimero de espermatozoides, son impulsados hacia el oviducto
por las contracciones del Gtero y el movimiento de los fluidos y llegan rapidamente al
lugar de fertilizacion. Por lo tanto, un ovocito ovulado antes de la inseminacion
artificial, podria ser fertilizado por los espermatozoides que entran al oviducto durante
la fase inicial de transporte (fase rapida). Sin embargo, otro estudio realizado en
conejas, revel6 que la mayoria de los espermatozoides que llegan primero a la
ampolla del oviducto, son inmdviles y presentan la membrana plasmatica dafiada
(Overstreet; Cooper, 1978).

Varios trabajos (Brackett et al., 1980; Larson et al., 2010) indicaron que la viabilidad
del ovocito en el tracto genital femenino disminuye 10 hs después de la ovulacién. Por
lo tanto, podria ser otro factor que disminuiria la tasa de gestacién en animales que
ovulan antes de la IATF respecto de los que ovulan después. Probablemente se deba
a que una inseminacion tardia aumenta la tasa de embriones de mala calidad debido
al envejecimiento del ovocito (Dalton et al., 2001).

En sintesis, la tasa de gestacion en vacas con FD al proestro mayor a 11 mm que
ovularon antes de la IATF podria estar comprometida por no suceder la fecundacién, o
en caso contario, generarse embriones de baja viabilidad y/o no tener las condiciones

endocrinas y uterinas adecuadas para la supervivencia.

5.4. Proporcidn del sexo de las crias

Hylan et al. (2009) realizaron un trabajo con varios experimentos y encontraron una
mayor proporciéon de terneros macho cuando la gestacién se produjo en el cuerno
uterino derecho sobre la base de terneros/as nacidos vivos en vacas que recibieron
servicio con toros. Pero, cuando evaluaron los datos de 521 terneros/as nacidos vivos
provenientes de transferencias embrionarias no encontraron diferencias en la
proporcion de terneros macho gestados en el cuerno uterino izquierdo o derecho. Por
lo tanto, el cuerno uterino derecho o izquierdo no proporcionaria un entorno

preferencial para embriones macho o hembra. Por otro lado, la mayoria de los
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embriones obtenidos de vacas superovuladas y por fertilizacién in vitro de ovocitos
obtenidos del ovario izquierdo fueron de sexo femenino. Sin embargo, la proporcién de
embriones macho y hembra fue similar a partir de ovocitos obtenidos del ovario
derecho. Por lo tanto, estos autores concluyeron que, la mayor proporcion de terneros
macho observada en el cuerno uterino derecho probablemente se deberia al ovocito
gue le dio origen.

En el presente trabajo se observé que el 63 % de las “vacas sin cria” (Exp. 1) y el
65 % de las “vacas con cria” (Exp. 2) que lograron el parto, ovularon en el ovario
derecho. En ambos experimentos, la proporcién de terneros macho no difirid6 entre
vacas que ovularon en el ovario izquierdo y las que ovularon en el ovario derecho.
Probablemente el nimero de animales utilizados fue escaso para detectar alguna
diferencia estadistica.

Por otro lado, existen evidencias de que el sexo de las crias podria estar afectado
por el lugar de deposicion del semen en el Gtero cuando se realiza una IA (Zobel et al.,
2011) y por el momento de la IA después de la deteccion del celo (Martinez et al.,
2004). Actualmente se desconoce la fisiologia que explicaria estos efectos, pero
podria deberse a la diferencia de la motilidad espermatica (Goodall; Roberts, 1976),
del tiempo de supervivencia (Rohde et al., 1973) y de capacitacion (Wehner et al.,
1997) entre espermatozoides con cromosomas X e Y en el tracto reproductor
femenino.

En el presente trabajo, no se observaron diferencias en la proporcion del sexo de
las crias entre tratamientos, por lo tanto no hubo efecto del lugar de deposicién del
semen ni del numero de espermatozoides. Sin embargo, Zobel et al. (2011), quienes
trabajaron con una mayor cantidad de animales comparada con la cantidad de
animales utilizados en el presente trabajo, obtuvieron un 20% mas de terneros macho
en vacas inseminadas en el cuerpo uterino que en vacas inseminadas en el cuerno
uterino ipsilateral al ovario con foliculo dominante.

Por otro lado, el momento de la ovulacion, en el experimento 1, no afecté la
proporcion del sexo de la crias. Mientras que, en el experimento 2, la proporcion de
terneros macho tendié a ser mayor en vacas que ovularon después de la IATF que en
vacas que ovularon antes de la IATF.

Martinez et al. (2004), observaron que la proporcién de terneros macho fue mayor
cuando la IA fue realizada entre 30 y 44 hs (poco antes o después de la ovulacién) que
cuando fue realizada entre 8 y 30 hs desde el inicio del estro. Mientras que, Wehner et

al. (1997), quienes utilizaron un dispositivo electronico que mide la conductividad del
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moco cervical para determinar el estado del ciclo estral en vacas, obtuvieron un
porcentaje de 92% de terneros macho cuando la IA se realiz6 10 hs antes de la
ovulacion y un 7% cuando la IA se realizd 20 hs antes de la ovulacién. Sin embargo,
Rorie (1999) no encontrd diferencias en la proporcion del sexo de las crias cuando la
IA se realizé entre 8 y 10 hs o entre 20 y 25 hs desde el inicio del estro. De modo
similar, en otro trabajo la proporcion del sexo de embriones bovinos a los siete dias de
edad no difirié entre los intervalos entre la IA y la ovulacion (Roelofs et al., 2006).

Se ha informado, que el transporte de espermatozoides con cromosoma Y es mas
rapido que el de espermatozoides con cromosoma X a través del moco cervical
(Rohde et al., 1973). Probablemente esto suceda en otro lugar de tracto reproductor
femenino. Por lo tanto, en el presente trabajo la mayor proporcién de terneros macho
en vacas que ovularon después respecto de las que ovularon antes de la IATF podria
deberse, por un lado, a que los espermatozoides con cromosoma Y lograrian la
capacitacion en el istmo del oviducto, la liberacién del epitelio oviductal y la llegada al
lugar de fertilizaciéon antes que los espermatozoides con cromosoma X. Por otro lado,
también podria influir que la ovulacién, después de un tratamiento de
sincronizacién/induccion con progestageno/estrégeno, se produce en promedio 10 hs
después de la IATF (Vittone et al., 2011). Sin embargo, este supuesto es contradictorio
en vacas que ovularon antes de la IATF, pero en este caso la proporcidn del sexo de
las crias pudo estar afectada por fallas en la fecundacion y/o muertes embrionarias,
como fue explicado anteriormente, donde la tasa de gestacion fue menor en vacas que

ovularon antes que en vacas que ovularon después de la IATF.
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6. CONCLUSION

Una IATF con una dosis reducida de espermatozoides depositados en el cuerno
uterino ipsilateral al ovario con foliculo dominante aumenta la tasa de gestacion

respecto a la obtenida con una IATF convencional.

Dos IATF con dosis reducida de espermatozoides en el cuerno uterino ipsilateral al
ovario con foliculo dominante no aumenta la tasa de gestacion respecto a la

obtenida con una IATF convencional.

La tasa de gestacién disminuye cuando la IATF es realizada posterior a la

ovulacion.

La proporcion de terneros macho sobre el total de las crias podria ser mayor en

vacas que ovulan después comparada con vacas que ovulan antes de la IATF.
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7. IMPLICANCIAS

La utilizacion de la IATF realizada en el cuerno uterino ipsilateral al ovario con FD
podria tener algunas implicancias practicas que deben ser consideradas. La
determinacién de la presencia y la ubicacién del FD por palpacion rectal o ecografia en
el dia previo a la IATF es un trabajo adicional y podria ser causa de mayor estrés en
los animales. Asimismo, la metodologia implica el re-entrenamiento de profesionales y
probablemente se pueda inseminar un menor nimero de animales por dia que cuando
se realiza una IATF convencional sin esa practica ecografica.

Por otro lado, mas experimentos seran necesarios para estudiar el efecto de la
doble IATF combinada con dosis reducida de espermatozoides y realizadas en
diferentes momentos después del tratamiento hormonal. Ademas, el diametro del FD
al proestro podria ser considerado para decidir el momento de una IATF. Por lo tanto,
deberian realizarse estudios tendientes a evaluar si las vacas con un FD con mayor
diametro en el dia previo a la IATF mejoran la fertilidad cuando son inseminadas 6 a 8
horas antes respecto al intervalo convencional (54-56 hs). Estos estudios podrian ser
importantes para aumentar la eficiencia de la IATF cuando se utiliza una dosis

reducida de espermatozoides provenientes de semen no sexado o sexado.
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