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RESUMEN

La produccién in vitro de embriones (PIVE) y el semen
sexado (SS) en el bovino han logrado un importante
avance en los udltimos afios como resultado de un mayor
entendimiento de estas herramientas por parte de los
usuarios y del potencial de dichas técnicas. La combinacién
de PIVE y SS esta siendo ampliamente utilizada en los
Estados Unidos, Europa y Brasil. Las principales ventajas
son mayor produccién de embriones y prefieces por
unidad de tiempo, mas categorias para recuperar ovocitos,
numero reducido de espermatozoides para fertilizar y un
aumento en la probabilidad de obtener el sexo deseado.
Existen también algunos cuestionamientos sobre la
reduccion en fertilidad del SS en comparacién con su par
convencional y otros elementos asociados a la PIVE, tales
como competencia y calidad del ovocito, congelabilidad del
embrién y capacidad para generar prefieces. No obstante,
es prometedora la investigacion que se realiza en el tema
para solucionar estas deficiencias. La combinaciéon PIVE y
SS ha resultado exitosa a nivel comercial en varios paises,
al asistir al profesional y al productor ganadero para superar
sus indices reproductivos y para el mejoramiento del rodeo.

Keywords: Embryo, in vitro, sexed semen, fertilization,
bovine.

SUMMARY

Reproductive biotechnology: In vitro embryo production
and sexed semen (The perfect couple?).

The use of sexed semen (SS) during in vitro production
(IVP) of embryos made a significant progress in recent
years due to a better understanding of the full potential of
this system, by farmers and practitioners. The combination
of IVP and SS is widely used in the United States, Brazil
and throughout Europe. Distinct advantages of this system
are an increase in the number of embryos and pregnancies
per production period, a greater variety of females from
which to retrieve oocytes, a reduction in the sperm number
required for fertilization and finally, an increased chance
of obtaining the desired sex. However, there are some
unresolved aspects regarding the reduction in fertility with
SS as compared to conventional semen. Some elements
associated with this discrepancy are, oocyte quality and
competence, embryo viability after cryopreservation and
the ability to generate pregnancies as in vivo counterparts.
Nevertheless, promising research is being published or
undertaken to address these deficiencies. Use of SS in
conjunction with IVP is commercially successful in several
countries, allowing practitioners and cattle producers to
improve overall reproductive performance, efficiency and
genetic gain.

Introduccioéon

Desde los afios 70, tanto en los
paises en vias de desarrollo
como en los desarrollados, el
consumo de alimentos ha ido
incrementandose exponencialmente
como consecuencia del aumento
poblacional en el mundo. Esta alta
demanda sostenida no solo exige
cantidad, sino también calidad.

La fuerte tendencia hacia el consumo
de alimentos de calidad ha llevado a
aumentar rapidamente la poblacion

bovina mundial de leche y de carne.
Ante este contexto, las asociaciones
de criadores y productores ganaderos
recurrieron a las herramientas
disponibles para identificar los
mejores reproductores mediante
programas de seleccidn y mejora
genética. Una vez reconocidos los
animales “superiores”, se inicidé su
proceso de multiplicacion.

El acontecimiento que abrié las
puertas hacia el desarrollo de
nuevas biotecnologias reproductivas
y su aplicacion comercial fue la
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criopreservacion exitosa del semen,
a mediados del siglo pasado*’. La IA
(inseminacion artificial) se realizaba
a través de la dilucién del semen y
de la inseminacion en fresco. Una
década mas tarde se publicaron
las primeras experiencias exitosas
con semen congelado en glicerol,
lo que facilit6 el uso masivo de
toros seleccionados y el comercio
internacional de germoplasma*’.
En los afos sucesivos, el progreso

estuvo en el eje hipotalamo-
hipdéfisis-ovario-utero, ciclo estral,
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ondas foliculares y la endocrinologia
reproductiva” 3%, Como consecuencia
del entendimiento de los tejidos y
de los 6rganos reproductivos y sus
funciones, se comenzo6 a tratar de
controlar el ciclo estral y la ocurrencia
de celo para lograr una inseminacion
mas concentrada vy eficiente” 73,
Asi surgen luego el Ovsynch y la
inseminacién a tiempo fijo (IATF), a
mediados de los 904,

De manera contemporanea al
desarrollo de la IA y gracias a
los conocimientos adquiridos
principalmente en el drea de control
de la dinamica folicular, dominancia
folicular y efectos de la hormona
foliculoestimulante (FSH) a nivel
ovarico, se iniciaron las primeras
pruebas de superestimulacion
folicular y colecta de embriones.
El primer ternero producto de la
transferencia o trasplante de un
embrion (TE) fue obtenido en 19517°,
La tecnologia alcanzé su apogeo
en los afios 70, cuando la industria
ganadera comenzé a importar
genética en forma de embriones de
razas britanicas en lugar de ganado
en pie. Las principales ventajas
que observaron los usuarios de la
época era la disminuciéon del costo,
al evitarse largas cuarentenas, y
mayores seguridades sanitarias.
Avanzando en este sentido, hacia
fines de los 80 aparecieron los
primeros reportes de la técnica
de aspiracion folicular guiada por
ultrasonografia*® (OPU) y produccién
in vitro de embriones® (PIVE).
En Europa comenzaron a trabajar
en esta herramienta, imitando los
adelantos que venian realizandose
en la fertilizaciéon in vitro humana
y, al mismo tiempo, brindando
una respuesta a la necesidad de
multiplicar hembras elite de manera
rapida y sin superestimulacién
(prohibida en Europa). Los
principales centros de inseminacién
artificial europeos eligieron la OPU-
PIVE como el método de eleccion
principal para reproducir su ganado
de alto mérito genético. En los
EE.UU. recién comenzé a conocerse
la técnica a nivel comercial hacia
fines de los 90. Para ese entonces,
era utilizada principalmente para
producir embriones de hembras
“problema” que por algun motivo no
generaban embriones viables por
la técnica de superestimulacion,
colecta y TE convencional. Por
esta razon, el desarrollo comercial
de esta tecnologia fue muy lento y
recién logrd su auge con la aparicién
del semen sexado (SS)30¢7,

A mediados de 2000, el SS ya era
producido en todos los centros de
inseminacién artificial de los EE.UU.
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y en los principales de Europa. El
uso correcto del SS, de acuerdo
con las recomendaciones de los
centros productores, permitio su
rapida expansion e incorporacion
por parte del productor lechero
americano3'-%6.57, En carne, la
penetracion fue mas lenta y adn
contintia siendo baja. Hoy, el SS es
utilizado en programas de IA, TE y
PIVE, y logra una eficiencia bioldgica
de entre 70-90% en comparacion con
el semen convencional. Si bien este
resultado podria parecer insuficiente,
la obtencion de una mayor cantidad
de animales del sexo de preferencia
justifica ampliamente su utilizacién.
En Latinoamérica y en Sudamérica
en particular, el SS presenté una
baja penetracion en el mercado. La
aplicacién mas frecuente es en IA,
pero su uso en PIVE esta creciendo
traccionado principalmente por
Brasil. La combinacion IA, TE vy
PIVE con SS logré asociaciones muy
poderosas, aunque los resultados
alcanzados no siempre han sido muy
consistentes en cada caso“.

Existe extensa bibliografia que
ilustra los resultados alcanzados con
SS, principalmente en IA™15,

Producciéninvitro de embriones
(PIVE)

En la dltima década se lograron
avances significativos en el
establecimiento de un procedimiento
eficiente de produccién masiva
de embriones bovinos, incluso
sexados. Este desarrollo permitié no
solo obtener ventajas econdmicas
directas, sino que, ademas, sus
procedimientos basicos, como la
maduracion ovocitaria, la capacitacion
espermatica, la fecundacion y el
desarrollo  embrionario  temprano,
contribuyeron al desarrollo de otras
biotecnologias, como el clonado y la
transgénesis animal.

Es posible obtener embriones
in vitro de: vacas y vaquillonas
ciclicas y proliferas, hembras que no
responden bien a los tratamientos
superestimulatorios o que no producen
embriones viables  transferibles,
hembras con alguna anormalidad
en el tracto reproductivo, falla en el
transporte o en la capacitacién de
las gametas o la ovulacion, hembras
terminales (edad, enfermedad,
accidente), vacas y vaquillonas
prefiadas durante el primer trimestre
de gestacion, vacas en posparto
(lactacion), vacas de alto mérito
genético que van al matadero al haber
cumplido su ciclo productivo, terneras
jévenes (prepuberes), entre lo mas
destacad05,16,19,21,23,39_

Es importante tener presente que un
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embridénproducidoinvivoeselresultado
final de una serie de complejos eventos
altamente relacionados, integrados
y bajo el control de mecanismos
perfeccionados por miles de afios de
evolucién. La manipulacion artificial
de estos procesos sobrepasa muchas
veces este fino control, de manera que
los procedimientos utilizados son solo
simulaciones de los eventos naturales.
Es preciso remarcar que el desarrollo
de esta técnica es reciente, y para
ello basta con sefalar que los
primeros terneros obtenidos por la
produccion totalmente in vitro ocurrié
hacia fines de los 8022 En los ultimos
afios, el progreso en el campo de la
biotecnologia reproductiva ha sido
significativo debido principalmente
al mayor entendimiento alcanzado
en cuanto a los requerimientos y al
metabolismo de las gametas y de
los embriones. Esto trajo aparejada
la posibilidad de formular medios
de cultivo que atendieran esas
necesidades y, de esta forma, lograr
producir mas y mejores embriones?2428,
Se vienen realizando importantes
avances en el sistema de PIVE
bovinos, los cuales buscan mejorar la
performance global y el rendimiento
de las distintas etapas del proceso
a través de multiples estrategias.
Entérminosgenerales,estasetapasson:

* Obtencién de los ovocitos
* Maduracién de los ovocitos
* Fertilizacion

* Desarrollo embrionario

Obtencién de los ovocitos

Los ovocitos destinados a PIVE
pueden ser obtenidos de: 1) ovarios
de animales vivos mediante la
aspiracion folicular o castracion
(ovariectomizadas), o 2) post mortem
(matadero principalmente). En ambas
alternativas, los ovocitos son obtenidos
a partir de foliculos no mayores de 8
mm para evitar incorporar material de
foliculos que han iniciado el proceso
de atresia. En el caso de la aspiracion
folicular, los foliculos son aspirados
por medio de la visualizacién del
ovario por ultrasonografia“.

Esta modalidad es muy similar a la
desarrollada en el humano para los
programas de fertilizacion asistida.
Por medio de esta técnica, es posible
obtener alrededor de 4-5 ovocitos/
sesion/donante sin estimulacion
ovarica?®, mientras que con la adicion
de FSH pueden lograrse tasas de
recupero de ovocitos superiores a
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15/sesién/donante. Una  donante
puede ser sometida a aspiraciones
foliculares con una frecuencia de una
a dos veces por semana; también es
posible colectar hembras gestantes, al
menos durante el primer trimestre de
la gestacion, y terneras prepuberes
(>5 meses), aunque estas deben
recibir previamente un tratamiento
hormonal 01139,

La aspiraciéon folicular de donantes
vivas por intermedio de un ecégrafo
es una técnica no quirdrgica por la
cual pueden obtenerse ovocitos en un
breve periodo de tiempo. La técnica
consiste en inmovilizar al animal y
colocar el transductor del equipo en
la vagina de la hembra, el cual lleva
incorporada una aguja. Con esta
aguja pueden aspirarse los foliculos
del ovario sostenido por via rectal.
Mediante un sistema de vacio es
posible recuperar el liquido folicular
junto con el ovocito. Este material es
rapidamente filtrado para iniciar la
busqueda bajo estereomicroscopio.
Con respecto a los ovarios de
hembras castradas y los obtenidos
en el matadero, han sido la fuente
de material mas ampliamente
utilizada desde los comienzos de los
trabajos con esta técnica y que, por
la disponibilidad de gran cantidad de
ovarios, permitié6 rapidos avances
en su desarrollo. Con los ovarios
provenientes de hembras castradas es
posible proceder de diversas maneras;
la mas comun es la aspiracién de los
foliculos con jeringa o con sistemas
de vacio. Las otras técnicas son la
diseccion de los foliculos y el corte
de la superficie ovarica. En cuanto
a cantidad de ovocitos competentes
para ser puestos en cultivo, en orden
decreciente, se encuentran el corte
ovarico, la diseccion folicular y la
aspiracion folicular (en promedio de
varios autores®436265 respectivamente
20, 15 y 10 ovocitos, por ovario). Sin
embargo, las técnicas de corte ovarico
y diseccion folicular consumen entre
tres y cuatro veces mas tiempo que la
de aspiracion folicular por bomba de
vacio, por lo que esta metodologiaes la
mas utilizada por los laboratorios. Los
ovocitos recuperados son evaluados
morfolégicamente, clasificados vy
cultivados para proseguir con su
maduracion.

Maduracion de los ovocitos

La maduracion ovocitaria o}
“maduracion meiética” se define como
el periodo en que el ovocito reanuda
la meiosis (interrumpida en estado
dictioteno de la profase |) hasta el
estadio de metafase Il. En este estado,
los ovocitos adquieren la competencia
para ser sometidos a una fertilizacion
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normal y seguir un adecuado desarrollo
embrionario®34,

Los ovocitos provenientes de foliculos
antrales acompafiados por las
células del cumulus (COC) pueden
madurar in vitro, después de 22 horas
aproximadamente, en un medio de
maduracion y ambientes O&ptimos.
Alrededor del 90% de los ovocitos
inmaduros alcanza su maduracion
cuando las condiciones de cultivo
fueron las apropiadas.

Fertilizacion

Alrededor de 20-24 h después de
colocar los ovocitos en el medio de
maduracion, se procede a cocultivar
los ovocitos ya maduros con los
espermatozoides. Estos provienen en
general de eyaculados que han sido
sometidos al proceso de congelacion,
por lo que la primera etapa en la
preparacion de los espermatozoides
consiste en su separacion de los
componentes del medio de congelacion
y la eliminacién de la mayor parte de los
espermatozoides muertos. Para ello
existen metodologias de laboratorio
bien definidas que permiten que una
dosis de semen (pajuela) comercial
sea suficiente para inseminar mas de
mil ovocitos.

Los espermatozoides también deben
ser tratados con factores capacitantes
para que adquieran la habilidad de
fecundar a los ovocitos maduros*.

La interaccion espermatozoide-ovocito
en la placa de fertilizacion sucede en
un microambiente muy pequefio (<50
ul para donantes aspiradas y <200 ul
para ovocitos de matadero). El nimero
minimo necesario de espermatozoides
por ovocito no esta definido debido a
su gran variacion entre toros y razas.
Generalmente, se utiliza la relacion 1
milléon de espermatozoides por mililitro
de medio de fertilizacion.

Otra manera de expresar esta
interaccion es el numero de
espermatozoides por ovocito. La
relacién mas comun es 4.000 a 8.000
espermatozoides por ovocito®. En el
caso de SS, usualmente una pajuela
rinde 100-120 ovocitos.

La tasa de fertilizacion, medida
como la tasa de clivaje a las 48 h
posinseminacion, oscila habitualmente
entre el 70 y el 85% de los ovocitos
expuestos a los espermatozoides.

Desarrollo embrionario

Cumplido el periodo de fertilizacion
(16 horas en adelante), los ovocitos
fertilizados son acondicionados
para ser cultivados por un periodo
de siete dias hasta alcanzar el
estadio de blastocisto (instancia en
la que pueden ser transferidos o
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congelados). Entre el 20 y el 40%
de los ovocitos cultivados llegara al
estadio de blastocisto®:50%183,  Esta
merma o bajo desarrollo embrionario
tomando como referencia el alto
porcentaje de ovocitos que alcanzan
la maduracién meidtica o nuclear no
estaria acompafiada por una completa
maduracién citoplasmatica® Como
consecuencia, la competencia o
capacidad del ovocito en fusionarse
con un espermatozoide, formar
pronucleos, iniciar la division celular,
compactaciéon y blastulacion podria
verse comprometida (Figura 1).
Llegados a este grado de desarrollo,
los embriones pueden ser transferidos
o congelados. La transferencia se
realiza siguiendo exactamente los
mismos pasos y procedimientos que
para los embriones producidos in vivo.
La congelacion de embriones PIVE
es recomendada solo para embriones
de alta calidad. La metodologia
de congelacién mas utilizada en la
actualidad para embriones PIVE es la
vitrificacion, aunque el congelamiento
lento (slow freezing) esta ganando
adhesiones nuevamente?® 3564,

Fortalezas y debilidades de PIVE

La aplicacion de la técnica PIVE esta
creciendo por varias razones. Entre las
mas destacadas podemos mencionar
las siguientes:

* Mayor produccion de embriones

por unidad de tiempo al poder
realizar aspiraciones foliculares
frecuentes.

* Produccién de embriones de
hembras en diversas condiciones
fisiolégicas.

» Mayor progreso genético al facilitar
la utilizacion de toros de alto mérito
genético.

* Modificacion de la relacion 50%
machos:50% hembras, mediante
SS.

» Asegura la reposicion de hembras.

* Facilita la erradicacion de
enfermedades del establecimiento.

Si bien la técnica goza de cierta
popularidad entre los usuarios hoy dia,
existen algunos factores que afectan
la eficiencia y performance de PIVE.

Entre los mas importantes que
podemos mencionar figuran el
estatus fisiolégico de la donante,

la raza, la utilizacién de protocolos
de sincronizacién y estimulacion
ovarica, el esquema de recuperacion
de ovocitos, semen (convencional,
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100%

Fig. 1: Porcentaje de éxito en cada paso de PIVE
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J’ del ovocito
40% -
0% -

Maduracion Fertilizacién Clivaje Desarrollo
Nuclear Embrionario
sexado), medios (maduracion,  posibilidad de obtener un sexo u otro  haplotipos existe una diferencia que, si

fertilizacion y cultivo) y el protocolo
general de trabajo e incubacion. La
falta de conocimiento y de control
sobre estos factores incide en: 1)
la calidad de ovocitos recuperados,
2) la tasa de fertilizacion y de
desarrollo embrionario, 3) la calidad y
congelabilidad del embrién, 4) la tasa
de implantacién/concepcién y 5) la
normalidad de la cria.

Se han logrado importantes progresos
y avances en varias de estas areas,
como el aumento de la calidad de los
ovocitos y embriones, y la drastica
reduccién de anomalias por crias
pesadas1,4,8,32,35,36,37,38,42,44,50,51,58,63,64_
Hacia el futuro, lo mas prometedor
en términos de investigacion vy
desarrollo se visualizaria en el campo
de la estimulacion folicular mediante
FSH recombinante bovina, la cual,
ademas de la especificidad, tendria
otras ventajas, tales como potencia
y persistencia®®. La otra area de
avance estaria ligada al desarrollo de
nuevas plataformas de incubacion que
imiten el ambiente y las condiciones
donde suceden los eventos de
maduracion, fertilizacion y cultivo en la
hembl’a59’60'61’69.

Semen sexado: conociendo la
tecnologia

Una de las biotecnologias
reproductivas mas procuradas de
todos los tiempos, “la seleccién del
sexo antes del nacimiento”, revela una
historia de mucho optimismo, pero
también de mucha frustraciéon. En
gran parte, esto se debio a la falta de
entendimiento de los principios basicos
que gobiernan la determinacion del
sexo en los mamiferos'®0:54%_ Estos
ultimos estan regidos por las leyes
de las probabilidades. Para hacerlo
mas grafico, podria decirse que no es
nada raro escuchar comentarios de
productores que refieren el nacimiento
de diez terneros machos consecutivos
en sus rodeos. Lo cierto es que si la

es 50:50, la factibilidad de que ocurra
un caso como el mencionado arriba es
1:1024.
En la actualidad, existen dos formas
de poder seleccionar el sexo de las
crias antes del nacimiento:

» Sexado de embriones

» Sexado de semen

La primera, si bien es una técnica
confiable (>90% de certeza), requiere
latoma de biopsias de los embriones en
estadios determinados previamente,
producidos y recuperados de hembras
donantes (colecta de embriones) o
PIVE. La biopsia debe realizarse antes
de su implantacion y/o congelamiento.
Este procedimiento provoca cierta
pérdida de viabilidad del embrion
por la manipulacién extra a la que es
sometido, lo que reduce la tasa de
implantacién. A este dafio colateral
debe sumarse el costo extra por la
pérdida de concepcién y descarte de
los embriones del sexo no deseado.
Lo mencionado en el parrafo anterior
apunta al sexado de semen como
una alternativa mas econdmica.
En las especies mamiferas, los
machos producen semen con 50%
de espermatozoides que contienen el
haplotipo X (hembra) del cromosoma
sexual y 50% que contiene el haplotipo
Y (macho).

Muchas diferencias hipotéticas
propuestas entre los espermatozoides
X e Y generaron mas de una docena
de métodos para sexar semen® y
mas de cien patentes en torno a este
tema'”. A pesar de ello, solamente una,
el sexado de semen por citometria de
flujo®°, logré alcanzar este objetivo con
elevada efectividad.

Sexado de semen por citometria de
flujo

Esta se basa en el contenido de ADN

(material genético) de los cromosomas
sexuales X e Y. Entre ambos
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bien es comun a todos los mamiferos,
varia en magnitud segun la especie;
en el bovino es aproximadamente
del 4% mayor para el cromosoma X
comparado con el Y.

Cuando se tifie el ADN espermatico
con un colorante especifico, que es
excitado por una luz ultravioleta emitida
por un rayo laser, este generara una
fluorescencia que sera 4% mayor
para el espermatozoide que contiene
el cromosoma X comparado con su
contraparte Y. Este proceso, aunque
muy lento (con los equipamientos
actuales pueden producirse unas 6-8
dosis inseminantes por hora), presenta
una eficacia promedio de 90% en la
separacion de los espermas.

Aunque hayan pasado casi veinte
afos desde el primer reporte de
mamiferos nacidos vivos por esta
técnica®®, no fue sino hasta el arfio
2000 en que la tecnologia se lanzé
comercialmente. De todas maneras,
podria afirmarse que recién a partir
del afio 2004/5, cuando los grandes
centros de inseminacién artificial del
mundo (Select Sires, ABS, Genex,
Semex, etc.) comenzaron a incorporar
también la tecnologia, el SS empezé
a consolidarse como una herramienta
biotecnoldgica. Esto fue consecuencia
del mejoramiento en parte de los
equipamientos y de la técnica
de sexado, y también del mayor
entendimiento sobre el uso correcto
del producto.

Aplicaciones del semen sexado

La implementacion del SS en
combinacién con otras biotecnologias
reproductivas potencia sus beneficios
y, a la vez, ayuda a diluir sus costos
al obtener el “producto” que necesita
(ya sea mas hembras o machos)
con mayor valor agregado. Entre los
posibles usos del SS pueden citarse
los siguientes:

- Inseminacion artificial (IA): en la
actualidad, el producto sexado (dos
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millones de espermatozoides
totales por pajuela) que se ofrece
comercialmente es recomendado
unicamente para uso en vaquillonas
virgenes a celo detectado. En sistemas
con elevados estandares en nutricion,
sanidad y manejo son esperables
niveles de eficiencia de entre 70-90%
de la tasa de concepcién lograble
con el mismo semen no sexado. La
utilizaciéon en vacas en lactacién ha
arrojado resultados inconsistentes, y
su aplicacion estaria supeditada a una
rigurosa seleccion de los animales,
basada en su historial reproductivo.

- Inseminacién artificial a tiempo fijo
(IATF): los resultados de ensayos
que combinan el SS con programas
de IATF son aun muy inconsistentes.
Recientemente se han publicado
algunos trabajos con resultados
alentadores'?%2, A pesar de ello, el
tema esta aun en investigacion, por
lo que la recomendacion sigue siendo

Tabla I.
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una eficaz deteccion de celos en los
rodeos donde se pretenda utilizar el
SS.

- Programas de superovulacién y TE:
si bien los primeros resultados de
ensayos publicados en la literatura han
sido algo erréticos, cada vez son mas
frecuentes los reportes de resultados
satisfactorios y consistentes de su
uso en condiciones comerciales. Su
aplicacion implicaria el uso de dosis de
SS con concentraciones mas elevadas
(al menos 5-10 millones por pajuela),
las cuales no estan disponibles en
el mercado, al menos de manera
permanente.

- Produccién in vitro de embriones
(PIVE): debido a que la fertilizacion
se realiza en un microambiente
sumamente reducido (<50 pl), se requiere
una muy poca cantidad de
espermatozoides para ser cocultivados
con los ovocitos recuperados. Esta alta
eficiencia en la utilizacion del semen

favorecié la incorporacion y puesta
a punto del SS en PIVE. Primero se
comenzo utilizando el SS disponible
comercialmente, proveniente de los
centros de inseminacién artificial.
Luego se desarrollé el procedimiento
para sexar  semen congelado
convencional (comunmente llamado
SS revertido-SSR); se logré asi un
significativo avance en la adopcion de
la técnica por parte de los ganaderos.
A los fines de entender mejor el
procedimiento de SSR, la Tablal marca
las diferencias y similitudes entre SSR
y el SS convencional (SSC). Este
hecho, el poder sexar casi cualquier
semen congelado, marcé un antes y
un después en la adopcion comercial
de la PIVE. EI SS revertido puede ser
utilizado unicamente en PIVE debido a
la poca cantidad de espermatozoides
sexados recuperados’®.

Diferencias y similitudes entre semen sexado revertido (SSR) y semen sexado convencional (SSC).

SSR

SSC

Origen del semen

Pajuelas congeladas

Semen fresco colectado de toros

Procedimiento de sexado

Citometria de flujo

Citometria de flujo

Producto final

Semen sexado fresco

Semen sexado congelado en pa-
juelas

Destino final principal

PIVE

A

IA: inseminacién artificial; PIVE: produccion in vitro de embriones.

Impacto del semen sexado en el
establecimiento lechero
= |mpacto financiero
inicial)

(inversion

El costo de una pajuela sexada es de
2-4 veces mas que el de una no sexada.
Usualmente, este factor acaba siendo
uno de los principales frenos para
el uso masivo de esta tecnologia. A
pesar de ello, debe considerarse que,
histéricamente, la incidencia del costo
del semen (convencional) en el costo
total del tambo es muy baja (inferior al
2%). Si bien el uso del SS no implica
mayores modificaciones en las técnicas
de descongelacidon e inseminacién
utilizadas normalmente en la IA
convencional, si exige que todas ellas
se lleven a cabo con mucha precisién
y cuidado. También requiere un ajuste
de todas las variables que puedan

alterar la performance reproductiva de
las vaquillonas (eficacia en deteccion
de celos, adecuada seleccién por
aptitud reproductiva de las hembras
por inseminar, etc.). Esto ultimo
podria generar algunos costos extras
(por ejemplo, el pago de incentivos al
personal que detecta celo e insemina,
tacto pre-servicio, etc.).

El retorno de la inversion va a estar
condicionado por varios factores, entre
ellos pueden mencionarse algunos:

= Parametros /indices reproductivos
del establecimiento (principalmente,
la tasa de deteccion de celo y
concepcion).

= Valor diferencial entre un ternero
macho y uno hembra.

= Fertilidad del semen.
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= Meérito genético del toro.

= Seleccion de hembras para inseminar

(aptitud reproductiva, condicion
corporal, edad, peso, balance
energético, ganancia diaria de

peso, estatus sanitario, etc.).

Los beneficios asociados al uso de SS
son econdmicamente importantes y
deberian ser considerados tambiénala
hora de la toma de decisiones. Esta no
deberia simplificarse a menor fertilidad
y generacién de mas hembras.

La utilizacién de SS dentro de un
programa reproductivo presenta
varias ventajas, entre las que pueden
mencionarse: crecer en escala con
recursos propios, evitar importar
enfermedades al establecimiento
(bioseguridad), cubrir la reposiciéon al
mejorar el control financiero asociado
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a la compra de reemplazos, mayor
tasa de hembras y la facilidad de parto,
que conduce a mas partos totales
(hasta +15 puntos porcentuales),
mayor fertilidad de vaquillonas de
primer parto que fueron inseminadas
con SS, menores complicaciones al
parto significa mas leche, reducir los
indices de distocia (menos machos),
mayor control y poder de seleccién de
las hembras de descarte, aumentar
la presion de seleccion al contar con
mas hembras acelerando el progreso
genético.

= |mpacto genético

Sin el uso del SS, el 90-92% del
mejoramiento genético de un rodeo se
debe a la seleccion del toro3. Con el
uso del SS se espera que la incidencia
de las hembras en el mejoramiento
genético del rodeo sea del 15%.
Esto se explicaria por una mayor
capacidad de seleccion debido al
incremento en el numero de hembras
logradas por periodo de tiempo?.
También se explicaria por la mayor
disponibilidad de hembras de
reemplazo como consecuencia del
uso de SS y de la mayor posibilidad de
seleccion sobre estas. Algo que resulta
bastante dificil en rodeos lecheros
promedio, que presentan una tasa de
reemplazo anual superior al 25% y que
no utilizan esta tecnologia.

Complementacion entre PIVE y
semen sexado

Podria afirmarse que si bien el SS, tal
cual el producto que se comercializa
en la actualidad, logré el objetivo
inicial de poder obtener crias de un
solo sexo, aun dista bastante de ser
lo que se idealiz6é desde su utilizacion.

Tabla Il.
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Es decir, un producto que no afectara
las tasas de concepcion y cuyo valor
pudiera permitir su uso masivo.

Existe muy pocainformacion publicada,
y en gran medida desactualizada,
sobre avances en el uso de SS en
PIVE. Hoy los laboratorios PIVE
utilizan SS en condiciones similares
al semen convencional. Esto produjo
resultados pobres en muchos casos
y fij6 la idea de que el SS arroja una
eficiencia <70% en relacién con el
semen control no sexado?*0:6871.74,

Esta diferencia en eficiencia entre
el SS y su homodlogo no sexado es
muy similar tanto para PIVE como
para IA. En el caso de PIVE, se
habla de desarrollo embrionario al
dia 7 de cultivo sobre el total de
ovocitos puestos a madurar. EI mayor
obstaculo para el SS para alcanzar
tasas de penetracion mas altas es la
baja fertilidad en comparacién con el
semen no sexado®. Esta situacién no
pudo revertirse aumentando el nimero
de espermatozoides por pajuela en
vacas lactantes y fue variable en
vaquillonas™. Las posibles causas de
esta disminuida fertilidad serian menor
sobrevida posdescongelacién, baja
motilidad espermatica, precapacitacion
e integridad acrosémica'?1840.41:49.53
A esto se le podria sumar la
inconsistencia en los resultados en
vacas lecheras lactantes y la dificultad
de implementar programas de
inseminacién a tiempo fijo.

Cabe remarcar que en muy pocos
casos el SS recibido un trato justo
a la hora de ser evaluado en las
publicaciones. Pocos reportes han
sido lo suficientemente rigurosos para
comparar SS vs. convencional del
mismo eyaculado/partida y de diversos
toros. Cuando los experimentos
fueron planteados de esta forma, la

performance del SS fue comparable a
la del homdlogo convencional. Esto es,
fertilidad reducida (75-85% del control)
y variaciones entre toros similares a lo
que estamos habituados a encontrar
en las publicaciones y a campo*4172,
El planteo sobre la asociacién entre
la produccion in vitro de embriones
(PIVE) y el semen sexado (SS) radica
en:

= PIVE logra una alta eficiencia en
el uso del semen al fertilizar en
microgotas (son requeridos pocos
espermatozoides para fertilizar una
gran cantidad de ovocitos).

= EI SS contiene
espermatozoides por pajuela,
y su valor es sustancialmente
mas elevado que la pajuela
convencional (no sexada).

muy  pocos

Esta complementacion entre estas dos
herramientas reproductivas resulta
extremadamente interesante al permitir
el uso eficiente del SS aprovechando
las ventajas comparativas de la PIVE.
Para presentar esta asociacion, se
propone a continuaciéon una serie de
tablas que ilustran comparaciones
entre produccion in vivo de embriones
(MOET) a través de la superovulacion
y colecta de embriones tradicional, y la
PIVE (Tablas Il, lll y IV).

Cabe aclarar que dicha comparacion
no pretende aseverar que una
herramienta es mejor que la otra.
Cada una presenta sus ventajas y
desventajas, y el conocimiento cabal
de ellas permite al profesional asesor
determinar y decidir su aplicacion en
los rodeos.

Superovulacién y colecta de embriones convencional vs. produccién in vitro de embriones con semen convencional

(no sexado).

Parametros MOET PIVE
Colectas por afio 6° 24°
Embriones por colecta 6 4,5
Produccién anual de embriones 36 108
Tasa de prefiez 65%° 45%°
Total gestaciones producidas 23 49

2 Colecta cada 60 dias; ®2 aspiraciones/mes; ¢ Embriones transferidos frescos.
MOET: superovulacion y colecta de embriones convencional; PIVE: produccién in vitro de embriones.
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Tabla IIl.
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Superovulaciéon y colecta de embriones convencional vs. produccion in vitro de embriones con semen sexado.

hembra

Parametros MOET PIVE + semen sexado
Colectas por afio 6° 24°

Embriones por colecta 6 3

Produccion anual de embriones 36 60

Relacion de sexo (hembras:machos) | 50:50% 90:10%

Tasa de prefiez 65%° 45%:°

Total gestaciones producidas/ 12 29

2 Colecta cada 60 dias; ®2 aspiraciones/mes; ¢ Embriones transferidos frescos.
MOET: superovulacién y colecta de embriones convencional; PIVE: produccién in vitro de embriones.

Tabla IV.

Superovulacion y colecta de embriones convencional vs. produccion in vitro de embriones en vacas en lactancia.

hembra

Estado de la lactacion MOET PIVE + semen sexado
10 a 45 dias en lactancia 0 4
46 a 70 dias en lactancia 5 4
70 a 110 dias en lactancia (termina
periodo de espera voluntario y 0 0
comienza el periodo de servicios)
111 a 276 dias en lactancia
~ 0 6
(prefada)
Total gestaciones producidas/ 2 6

MOET: superovulacion y colecta de embriones convencional; PIVE: produccién in vitro de embriones.

Conclusiones finales

Durante los ultimos 60-70 afios,
las  biotecnologias  reproductivas
han constituido un modelo ejemplar
de innovaciéon vy transferencia de
tecnologia entre los centros de
investigacion y el productor ganadero

en todo el mundo. EI objetivo fue
siempre acompafiar el progreso
genético acelerando la introduccion
de caracteres valiosos en los rodeos
de carne y de leche. Hoy la oferta de
herramientas reproductivas es muy
amplia. El productor ganadero cuenta
con la posibilidad de elegir, junto con
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su asesor profesional, la técnica que
mejor se ajuste a sus necesidades.
La multiplicacion de reproductores
preseleccionados continta siendo la
misién fundamental de la reproduccion
animal, buscando mejorar la relacion
costo/beneficio.
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