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Introduccion

En los ultimos 20 afos se han realizado progresos significativos en la mejor
comprension de los patrones del crecimiento de los foliculos ovéricos bovinos y como
se puede sincronizar su crecimiento y ovulacion (Bo6 et al., 2013). En la actualidad
existe una amplia gama de tratamientos de Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo
(IATF) disponibles para ser utilizados tanto en rodeos de carne como de leche (B¢ et al.,
2013). Basicamente los programas de IATF utilizados en la actualidad se agrupan segiin
el tipo de hormona utilizada. Los protocolos denominados “OvSynch” (Pursley et al.,
1995) y “Co-Synch” (Geary et al., 2001) utilizan andlogos de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) y prostaglandinas (PGF) para la sincronizacion de la ovulacion.
También los tratamientos “Co-Synch” han sido utilizados junto a la insercion de un
dispositivo con progesterona (Lamb et al., 2001; Martinez et al., 2002) resultando en
mejores tasas de prefiez en vacas y vaquillonas para carne. Por otro lado, estan los
protocolos que emplean benzoato de estradiol (EB; B¢ et al., 2002) y dispositivos con
P4, que son los mas utilizados en Argentina (B6 et al., 2013). En los ultimos afios, este
ultimo tratamiento se vio simplificado debido a la aplicacion de cipionato de estradiol
(ECP) como inductor de ovulacion (Colazo et al., 2003), logrando alcanzar aceptables
tasas de prefiez en vacas de carne (B¢ et al., 2013; Uslenghi et al., 2014). Sin embargo,
se han reportado recientemente que las tasas de prefiez se podrian incrementar si se
disminuye el periodo de crecimiento del foliculo dominante ovulatorio y se prolonga la
duracion del proestro (Bridges et al., 2008, 2012, Colazo y Ambrose, 2011, B¢ et al.,
2016).

Recientemente se ha desarrollado un nuevo tratamiento utilizando un protocolo
basado en EB y un dispositivo con progesterona (que son las hormonas mas usadas en



Argentina) pero donde la remocion del dispositivo fue realizada 6 dias después (en lugar
de 8) y se prolong6 el proestro administrando GnRH como inductor de la ovulaciéon a
las 72 h de retirar el dispositivo en lugar de ECP al retiro. Este protocolo fue
denominado J-Synch (de la Mata y Bo, 2012). En trabajos posteriores se encontrd que
las tasas de prefiez a la IATF tendieron a ser mayores con el protocolo J-Synch que con
el protocolo convencional utilizado en Argentina en vaquillonas Holstein (Ré¢ et al.,
2014; 2015) y significativamente mayores en vaquillonas de carne y receptoras de
embriones (B6 et al., 2016, Menchaca et al.,, 2016). Este protocolo promueve
modificaciones durante el proestro y define un perfil endocrino preovulatorio que esta
positivamente asociado con un CL mdas competente y una mejora del medioambiente
uterino (Binelli et al., 2017). La mayor prefiez obtenida con el protocolo J-Synch en
vaquillonas sugiere que podria ser una alternativa interesante para aplicar en programas
de IATF con semen sexado.

Uso de Semen Sexado en Programas de Inseminacion Artificial

Durante afos, los investigadores vienen buscando manipular el sexo antes de la
concepcion (Garner y Seidel, 2008). Esta determinacion del sexo en rodeos de carne y
leche puede ser uno de los factores determinantes para mejorar el desempefio productivo
y econdémico de la actividad. Por ejemplo, en los tambos, el ternero macho tiene poco o
ningun valor zootécnico. Sin embargo, en los establecimientos de carne el ternero
macho es el sexo de interés debido a un mayor potencial de produccion. Teniendo en
cuenta esas particularidades, se han realizado muchas investigaciones con el objetivo de
predecir y/o manipular la proporcion del sexo de los terneros. La separacion de los
espermatozoides Y de los espermatozoides X es posible debido a las diferencias en el
contenido del ADN de esas células espermaticas (espermatozoide X posee cerca del 4%
mas ADN que el espermatozoide Y), siendo realizada por citometria de flujo. Esta
biotécnica asocia la emision de rayos laser, la coloracion diferencial (usando el
fluorocromo Hoechst 33342) de los espermatozoides y las fuerzas hidrodindmicas que
dirigen el espermatozoide en el momento de la lectura durante el proceso de separacion
de los espermatozoides con cromosomas X e Y (Beltsville Sperm Sexing Technology).

Si bien la utilizaciéon de semen sexado mantuvo gran interés en los Ultimos 20
afnos para inseminar vaquillonas de leche, el uso masivo del semen sexado se vio de
alguna manera limitado, debido a que la fertilidad estaba comprometida y no se podia
solucionar aumentando el numero de espermatozoides por dosis inseminante
(DeJarnette et al., 2011). Los factores que afectan las tasas de concepcion con semen
sexado a la inseminacion artificial (IA) dependen del toro (fertilidad intrinseca),
procesamiento del semen, cantidad de espermatozoides, momento de la IA y del
historial reproductivo de la vaca. Estos factores se ven afectados a su vez por
potenciales “estresores” durante el proceso de separacion espermatica como la adicion
del fluorocromo Hoechst 33342, exposiciéon a luz ultravioleta, incubacion a altas
temperaturas, cambios de presion, campos electrostaticos, estrés oxidativo, ademas del
proceso de congelacion de semen (de Graaf et al.,, 2014). Sin embargo, se ha
desarrollado recientemente un nuevo procedimiento simplificado y menos traumaético



para los espermatozoides sexados denominado SexedULTRA®, donde inclusive se ha
planteado la opcion de aumentar el nimero de espermatozoides por pajuela de 2.1
millones como se utilizaba con el semen XY a 4 millones de espermatozoides con el
SexedULTRA 4M® (Vishwanath, 2015). Esta nueva tecnologia consta de nuevos
métodos para la manipulacion y procesado antes de la separacion espermatica,
fundamentalmente cambios en la composicion de los medios utilizados en los estadios
del proceso de separacion, promoviendo un ambiente mas inocuo que evita cambios de
pH y temperatura, respetando la integridad de los espermatozoides (de Graaf et al.,
2014). Es indudable que, para la utilizacion efectiva de esta tecnologia, tanto en rodeos
lecheros como de carne se deberian desarrollar protocolos de IATF para semen sexado
(Kasimanickam, 2015). En un experimento preliminar realizado por nuestro grupo (Ré
et al., no publicado) se utilizaron 200 vaquillonas que fueron tratadas con el protocolo J-
Synch con un dispositivo de 0,5 g de progesterona (SynkroXY, Proagro, Argentina) e
inseminadas a las 72 h de la remociéon del dispositivo. En este caso las vaquillonas
fueron pintadas en la base de la cola y las despintadas fueron IATF a las 72 h, mientras
que las pintadas fueron IA 12 h después que se despintaran en los proximos dos dias. De
las 100 vaquillonas con semen convencional se inseminaron todas a las 72 h y se prefid
el 56%. De las IA con semen sexado 72 vaquillonas fueron IA a las 72 h y se prefiaron
el 51%, 16 vaquillonas fueron IA a las 96 h y se prenaron el 69% y otras 8 vaquillonas
fueron IA a las 120 h y se prefiaron el 38%, 5 quedaron sin inseminar. Las prefiez
general no fue diferente entre los grupos (56% para el semen convencional vs 53% para
las con semen sexado; P>0,2).

Objetivo General

El objetivo general de este resumen es presentar resultados de experimentos
realizados recientemente utilizando el protocolo J-Synch en vacas y vaquillonas de
carne inseminadas con semen sexado. El objetivo secundario fue evaluar la tasa de
prefiez de distintos toros utilizando semen convencional y SexedULTRA 4M® de 4
millones de espermatozoides en programas de IATF.

Experimento 1

El Experimento 1 fue realizado en el verano del 2017. Se utilizaron 357
vaquillonas Angus que fueron tratadas con el protocolo J-Synch. En el Dia 0 recibieron
un dispositivo intravaginal (DIB 0,5, Zoetis, Argentina) y 2 mg de EB (Gonadiol,
Zoetis) por via i.m., 500 pg de cloprostenol (Ciclase, Zoetis) en el dia de la remocién
del dispositivo (Dia 6) y se pint6 en la base de la cola con pintura como método visual
en la deteccion de celo. Las vaquillonas que manifestaron celo a las 72 h post remocion
del dispositivo (pintura alterada), fueron divididas en dos subgrupos al azar para ser
IATF con semen sexado hembra (SexedULTRA 4M® de 4 millones de
espermatozoides) o con semen convencional no sexado (Convencional). Las vaquillonas
que no manifestaron celo a las 72 h (pintura sin alterar) recibieron 100 pg de acetato de
gonadorelina (GnRH, Gonasyn gdr, Zoetis) en ese momento y fueron IATF a las 84 h
post remocion del dispositivo con semen sexado o con semen convencional. El semen



sexado y convencional provenia de un mismo toro y del mismo eyaculado y fue
provisto por la Empresa Sexing Technologies de Argentina. Los diagndsticos de
gestacion se llevaron a cabo 30 dias post IATF mediante ultrasonografia (Honda HS
101 v, Japon). Los resultados se encuentran indicados en la Tabla 1. Hubo un 57,7%
(206/357) de vaquillonas en celo a las 72 h y una tasa de prefiez general del 53,8%. Las
tasas de prefiez fueron mayores (P<0,01) para semen convencional que para semen
sexado. A su vez las vaquillonas que mostraron celo tuvieron una mayor (P<0,01) tasa
de prefiez que las que no mostraron celo.

Tabla 1. Tasas de prefiez en vaquillonas Angus inseminadas con semen sexado
SexedULTRA 4M® de 4 millones de espermatozoides o convencional de acuerdo a la
expresion o no de celo (lectura de pintura) a las 72 h de la remocién del dispositivo con
progesterona.

Celo 72 h Sin Celo alas 72 h
n IATF 72 h IATF 84 h Total
SexedULTRA 4M® 58/106 24/74 82/180
(4 millones) 180 (54,7%) ** (32,4%) *** (45,5%) ®
Convencional 70/100 40/76 110/176
(25 millones) 177 (70,0%) °* (52,6%) b** (62,5%)°

% ]os porcentajes entre semen sexado y convencional difieren (P<0,01)
** los porcentajes entre horarios de IATF difieren (P<0,01)

Experimento 2

El experimento 2 fue realizado en el verano y la posterior primavera del 2017. El
experimento fue realizado en 6 establecimientos ganaderos las Provincias de San Luis,
Cérdoba y La Pampa. Se utilizaron 850 vaquillonas Angus y Angus cruza Simmental
que fueron tratadas con el protocolo J-Synch como en el Experimento 1, excepto que
todas las vaquillonas recibieron 300 IU de eCG (Novormon 5000, Zoetis) en el
momento de la remocioén del dispositivo. En este experimento se detectdé celo con
pintura como en el experimento anterior pero en este caso la lectura de la pintura se
realizé a las 60 y 72 h de la remocion del dispositivo. Las vaquillonas con la pintura
alterada fueron divididas en dos subgrupos para ser IATF con semen sexado
(SexedULTRA 4M® de 4 millones de espermatozoides) o con semen convencional. Las
vaquillonas que no manifestaron celo a las 72 h (pintura sin alterar) recibieron GnRH en
ese momento y fueron IATF a las 84 h post remocion del dispositivo con semen sexado
o con semen convencional. El semen sexado y convencional provino de 4 toros Angus y
fue provisto por la Empresa Sexing Technologies de Argentina. Los diagnosticos de
gestacion se llevaron a cabo 30 dias post IATF mediante ultrasonografia.

En el Experimento 2 hubo un mayor (P<0,01) porcentaje de vaquillonas en celo
alas 60 y 72 h (72,7%) que en el Experimento 1 y una tasa de prefiez general del 54%.



En este caso hubo efectos significativos de establecimiento (P<0,01), toros (P<0,02) y
tipo de semen (P<0,01) en las tasas de prefiez. También hubo un efecto significativo del
horario del celo (P<0,01) pero no hubo interaccion entre tipo de semen y horario del
celo (P>0,5). Los resultados estan indicados en las Tablas 2, 3 y 4.

Tabla 2. Tasas de prefiez en vaquillonas Angus inseminadas con semen sexado o
convencional de acuerdo a la expresion o no de celo (lectura de pintura) a las 60 0 72 h
de la remocioén del dispositivo con progesterona.

N Celo 60 h Celo 72 h Sin celo a las Total
60072h
IATF72h  IATF72h

IATF 84 h
SexedULTRA 4M® 426  104/176 61/134 45/116 210/426
(4 millones) (59,0%)° (45,5%)¢ (38,8%)° (49,3%)?
Convencional 424 119/172 79/136 49/116 247/424
(25 millones) (69,2%)* (58,0%)° (42,2%)° (58,3%)°
Total 850  223/348 140/270 94/232

(64,0%)" (51,9%)8 (40,5%)8

% 1os porcentajes difieren entre semen sexado y convencional (P<0,01).

¢de Jos porcentajes difieren entre horarios de celo y entre semen sexado y convencional
(P<0,05).

¢ Jos porcentajes difieren entre los horarios de celo (P<0,01).

Tabla 3. Tasas de prefiez en vaquillonas Angus inseminadas con semen sexado o
convencional. Efecto del toro sobre las tasas de prefiez.

n Toro 1 Toro 2 Toro 3 Toro 4
SexedULTRA 4M® 426 65/123 50/97 73/123 22/83
(4 millones) (52.8%) (51.5%) (59.3%) (26.5%)
Convencional 424 75/123 56/96 82/121 34/84
(25 millones) (61.0%) (58.3%) (67.8%) (40.5%)
TOTAL 850 140/246 106/193 155/244 56/167
(56.9%)° (54.9%)° (63.5%)° (33.5%)*

@ os porcentajes totales de prefiez difieren entre toros (P<0,02).



Tabla 4. Tasas de prefiez en vaquillonas Angus inseminadas con semen sexado o
convencional. Efecto Establecimiento sobre las tasas de prefiez.

n SexedULTRA 4M® Convencio Total

(4 millones) nal
25
millones)
Establecimiento 1 244 73/123 82/121 155/244*
(59,3%) (67,8%) (63,5%)
Establecimiento 2 128 18/63 22/65 40/128
(28,5%) (33,8%) (31,2%)°
Establecimiento 3 97 26/50 22/47 48/97
(52,0%) (46,8%) (49,5%)°
Establecimiento4 96 29/47 34/49 63/96
(61,7%) (69,4%) (65,6%)*
Establecimiento 5 181 46/91 61/90 107/181
(50,5%) (67,7%) (59,1%)*
Establecimiento 6 104 18/52 26/52 44/104
(34,6%) (50.0%) (42,3%)°

abe [ os porcentajes totales de prefiez difieren entre establecimientos (P<0,02).
Experimento 3. Uso de semen SexedULTRA 4M®en vacas de carne con cria al pie

En este experimento se utilizaron un total de 877 Vacas con cria al pie en cuatro
establecimientos ganaderos de San Luis y La Pampa. Las vacas tenian 45 a 90 dias
posparto, una condicién corporal de entre 3 a 3,5 y con un CL o Foliculos >8 mm de
didmetro y fueron tratadas con el protocolo J-Synch con 400 IU eCG. En este
experimento se detectd celo con pintura como en el Experimento 2 y las vacas fueron
divididas en dos subgrupos para ser IATF con semen SexedULTRA 4M® o
convencional de 5 toros (3 de los cuales ya habian sido utilizado en los experimentos de
vaquillonas). Los diagnésticos de gestacion se llevaron a cabo 30 dias post IATF
mediante ultrasonografia. En este experimento el porcentaje de vacas en celo a las 60 y
72 h fue del 71,3% y la tasa general de prefiez fue del 57%. En este caso hubo una
diferencia de tipo de semen, momento de celo (P<0,01) y el toro utilizado (P<0,05). No
hubo interacciones y tampoco hubo diferencias entre los cuatro establecimientos donde
se realiz6 el experimento (Rango 52 a 59%). Los resultados de prefiez para los distintos
horarios de celo e IATF estan indicados en la Tabla 5 y para cada toro utilizado en la
Tabla 6.



Tabla S. Tasas de prefiez en Angus con cria al pie inseminadas con semen sexado o
convencional de acuerdo a la expresion o no de celo (lectura de pintura) a las 60 0 72 h
de la remocioén del dispositivo con progesterona.

N Celo 60h Celo 72h Celo 84h No Celo Total

IATF 72h IATF 72h IATF 84h IATF 84h

SexedULTRA4M® 4 93/228 34/79 20/29 50/104  197/435
: 3
(4 millones) s (40.8%)  (43,0%)  (70,6%)  (48,1%)"  (453%)"
Convencional 4 154/234 57/84 20/24 69/95  303/442
25 mill 4
(25 millones) o (658%)°  (67.9%)  (83,3%)°  (72,6%)°  (68,6%)"
Total 8 247/462  91/163 40/53 119/199
7

(53,5%)"  (55,8%)  (75,5%)%  (59,8%)f

|

% Jos porcentajes difieren entre semen sexado y convencional (P<0,01).

°d Jos porcentajes difieren entre horarios de celo y entre semen sexado y convencional
(P<0,05).

¢ Jos porcentajes difieren entre los horarios de celo (P<0,01).

Tabla 6. Tasas de prefiez en vacas Angus con cria al pie inseminadas con semen sexado
o convencional. Efecto del toro sobre las tasas de prenez.

n Toro 1 Toro 2 Toro 3 Toro 4 Toro 5
SexedULTRA 4M® 435 26/47 66/153 95/197 3/7 8/31
(4 millones) (55,3%)  (43,1%) (48,2%) (43%) (25,8%)
Convencional 442  27/42 113/153 142/208 57 17/32
(25 millones) (64,3%)  (73,9%) (68,3%) (71,4%) (53,1%)
TOTAL 877  53/89 179/306 237/405 8/14 25/63

(59,6%)"  (62,3%)*  (58,5%)*  (57,1%)  (39,6%)

% [os porcentajes totales de prefiez tienden a diferir entre toros (P<0,08).
Discusion y conclusiones

Los resultados de los tres experimentos demuestran que se pueden adaptar
protocolos de IATF con la ayuda de pintura para la deteccion de celo para la utilizacion
de semen SexedULTRA® en vacas y vaquillonas de carne. Cabe destacar que en



ninguno de estos experimentos se realizd deteccion visual del comportamiento del celo,
solo se utiliz6 una lectura de pintura a todos los animales al pasar por la manga. Esto se
propone como parte del protocolo de IATF, aplicandose de manera sistematica sin
requerir la observacion individual del comportamiento de celo. Las tasas de prefiez
generales fueron mayores para semen convencional que para semen sexado. Sin
embargo, en el Experimento 2 la tasa de prefiez con semen sexado fue del 49% y la
relacion con el convencional fue del 85%, lo que se puede considerar aceptable para un
protocolo de IATF. Sobre todo si se considera que en este experimento uno de los toros
tuvo una fertilidad del 26%. Sin embargo, la tasa de prefiez son semen sexado en los
otros tres toros oscilaron entre el 51% y el 59%. Estos datos concuerdan con un estudio
reciente (Thomas et al., 2017) en el cual vaquillonas para carne que se IATF con semen
convencional lograron tasas de prefiez mayores que las que se IATF con semen
SexedULTRA® cuando fueron sincronizadas con un protocolo de CIDR-B (Zoetis,
USA) por 14 dias mas PGF 16 dias después (60% para convencional y 52% para
sexado, respectivamente P<0,05). En ese caso la relacion de fertilidad con semen
sexado y convencional estuvo en el 87%.

El efecto del horario de celo e IATF fue menos claro en las vacas con cria al pie,
donde no se encontré una mayor tasa de prefiez en los animales que entraron en celo a
las 60 h y fueron inseminados a las 72 h. En realidad, las vacas inseminadas mas tarde
se prefiaron mas que las inseminadas a las 60 o 72 h. Esto puede ser debido a diferentes
horarios de ovulacidon en vacas que en vaquillonas cuando se aplica el protocolo J-
Synch y a diferencias en la expresion de celos, que siempre es mas manifiesto en
vaquillonas que en vacas con cria al pie. Analizando los horarios de celo e IATF, queda
pendiente descifrar cuando es mejor inseminar los animales que estan despintados a las
72 h. Por las diferencias de tasa de prefiez entre semen convencional y sexado en este
grupo de animales, pareceria que seria mejor inseminar a estos animales con semen
sexado a las 84 h, pero esta hipotesis debe ser confirmada experimentalmente. Algunos
resultados preliminares sobre esto van a estar disponibles en poco tiempo, pero debemos
aumentar el nimero de animales para tener resultados mas firmes. También es necesario
hacer mas trabajos en vacas con cria al pie para tener datos concluyentes. En
conclusion, los resultados de los experimentos realizados hasta ahora demuestran que
utilizando el protocolo J-Synch con la ayuda de pintura para adecuar el horario de
IATF, es posible conseguir tasas de prefiez aceptables utilizando semen SexedULTRA
4M® en vaquillonas y vacas de carne con cria al pie
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