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Volver a: Inseminacion artificial en cria y tambo

INTRODUCCION

Los programas de sincronizacién de celos permiten llevar a cabo una inseminacion artificial (1A) en forma
organizada y eficiente. Facilitan la implementacion de esta biotécnica al modificar la longitud del ciclo estral y/o
manipular el desarrollo folicular, generando un celo mas predecible o permitiendo la IATF. Si bien el cumpli-
miento del protocolo es muy importante para el éxito de un programa de sincronizacién de celo u ovulacién (co-
rrecta identificacion de las vacas, administracion de hormonas a las dosis y por vias apropiadas y en los momentos
adecuados), muchos otros factores también son importantes. Estos factores incluyen:

a) manejo del semen, nimero de espermatozoides depositados y lugar de descarga,

b) calidad del semen, incluyendo rasgos espermaticos "compensables" y "no compensables”,

c) estado de fertilizacion y calidad embrionaria y

d) efectos toro y momento de IA.

MANEJO DEL SEMEN

Los protocolos de sincronizacién de celos u ovulaciones para IATF estan siendo cada vez mas utilizados.
Consecuentemente, muchas vacas deben ser inseminadas en un dia predeterminado. Para facilitar que la IA sea
realizada en el momento adecuado, los técnicos inseminadores rutinariamente descongelan varias pajuelas a la
vez. Dalton y col. realizaron un trabajo a campo para determinar: 1) el efecto de descongelar varias pajuelas de 0,5
ml simultaneamente y el efecto de la secuencia de inseminacion (primera, segunda, tercera o cuarta) sobre las
tasas de concepcion, 2) si las tasas de concepcion logradas por equipos profesionales de IA eran diferentes a las
conseguidas por técnicos no profesionales y 3) el efecto del tiempo transcurrido desde el inicio de la descongela-
cion y el momento de la descarga en la vaca sobre las tasas de concepcion. Si bien la tasa de concepcion promedio
difiri6 entre los grupos profesionales y no profesionales (45% vs 27%), la descongelacién simultanea y la secuen-
cia de inseminacion (primera, segunda, tercera o cuarta) y el tiempo transcurrido entre el inicio de la descongela-
cion y la IA de la cuarta pajuela no tuvieron efecto sobre la tasa de concepcion entre grupos de inseminadores’.
Las tasas de concepcidn generalmente son maximizadas cuando: a) hay una identificacion precisa de las vacas y
una administracion apropiada de los tratamientos a todos los animales que se quiera sincronizar, b) existe una
correcta identificacion de las vacas en celo, ¢) se da cumplimiento de las recomendaciones del centro elaborador
para la descongelacion de las pajuelas, d) se previene el contacto directo entre pajuelas durante la descongelacion
para evitar reducir la viabilidad posdescongelacion®, ) se emplean procedimientos higiénicos, f) se mantiene la
proteccion térmica de las pajuelas durante el armado de la pistola de IA y el transporte a la vaca y g) se descarga
el semen en el Utero dentro de los 15 minutos posteriores a la descongelacion.

NUMERO DE ESPERMATOZOIDES DEPOSITADOS

Salisbury y VanDemark®’ fueron los primeros que sugirieron una relacion entre la fertilidad y la cantidad y
calidad de semen utilizado, al proponer que la misma aumenta al incrementar el nimero de espermatozoides via-
bles inseminados hasta alcanzar un nivel umbral. Superado ese umbral, la hembra se transforma en el factor limi-
tante y un aumento en el nimero de espermatozoides no resulta en una mayor fertilidad. Sullivan y Elliot® infor-
maron que el nimero minimo de espermatozoides moviles requerido para lograr la maxima fertilidad difiere entre
toros, mientras que den Daas y col.’ concluyeron que los toros difieren en su maxima tasa de no retorno, y en la
tasa a la cual ellos alcanzan este maximo a medida que el nimero de espermatozoides por dosis es aumentado
(Figura 1). La tasa de no retorno, histéricamente utilizada en la industria lechera, es un parametro indirecto de la
fertilidad, especificamente definido por Rycroft en 1992* como "el porcentaje de vacas que no son reinseminadas
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dentro de un periodo especifico luego de la inseminacion, habitualmente 60 a 90 dias". Independientemente de la
calidad seminal, Pace y col.”® reportaron que la fertilidad aumenta con el incremento del nimero de esper-
matozoides estructuralmente intactos y méviles. Sullivan y Elliot* observaron que los toros de menor fertilidad
requieren mas espermatozoides a la inseminacion para alcanzar el maximo de fertilidad que aquellos mas feértiles.
Sullivan y Elliot* postularon que fueron necesarios mas espermatozoides debido a la presencia de anormalidades
espermaticas que impedian el acceso de los mismos al sitio de fertilizacion. Medidos como espermatozoides acce-
sorios atrapados en la zona pellcida de embriones recuperados 6 dias post IA, la incapacidad aparente de estos
esp%gmatozoides anormales para llegar al sitio de inseminacion fue luego demostrada como cierta por Saacke y
col.™.

CARACTERISTICAS SEMINALES COMPENSABLES Y NO COMPENSABLES

Conjuntamente, los trabajos de Salisbury y VanDemark®, Sullivan y Elliot®, y den Dass y col.? dieron la evi-
dencia que hay parametros seminales que son "compensables" y otros "no compensables”, como describiera origi-
nalmente Saacke y col.**. Concretamente, los atributos compensables de calidad seminal estan relacionados con la
incapacidad de alcanzar el ovocito, pero no de unirse y penetrar la zona pellcida, e iniciar el blogueo de la polis-
permia. Los atributos no compensables se refieren a la incapacidad del espermatozoide fertilizante para completar
la fertilizacion y mantener el desarrollo embrionario temprano. Por lo tanto, las deficiencias seminales, vistas co-
mo una menor fertilidad cuando el nimero de espermatozoides esta por debajo del umbral, y que pueden ser solu-
cionadas 0 minimizadas al aumentar la dosis inseminante deben ser consideradas compensables. Los centros de IA
rutinariamente ajustan las dosis inseminantes cuando existen deficiencias compensables conocidas. Las deficien-
cias seminales que llevan a una menor fertilidad independientemente de las dosis inseminantes son consideradas
no compensables. Los toros con semen con niveles inaceptables de anormalidades espermaticas son generalmente
la mayor fuente de defectos no compensables. Consecuentemente, a los toros con altos niveles de anormalidades
no se les deberia colectar, preservar ni utilizar su semen para IA. Los espermatozoides con vacuolas nucleares
(créteres o diadema) y espermatozoides con cabezas normales aparecen como espermatozoides accesorios con la
misma frecuencia®. El uso de semen con estas caracteristicas redujo la calidad embrionaria y las tasas de fertiliza-
cién comparado con semen control en el que estos atributos no eran evidentes o estaban minimizados® 2* *.

Por lo tanto, las vacuolas nucleares (crateres o diadema) fueron originalmente consideradas defectos no com-
pensables. Sin embargo, Acevedo y col.! reportd que espermatozoides con cabezas de forma normal con vacuolas
nucleares (crateres o diadema) perdian la vulnerabilidad de la cromatina a la desnaturalizacion acida, un resultado
gue es contrario al concepto que los espermatozoides con cabeza de forma normal con vacuolas nucleares son
capaces de fertilizar, pero no de mantener al embrién. Como sugirieron Walters y col.“?, el menor desarrollo em-
brionario luego de utilizar espermatozoides morfol6gicamente anormales pareceria ser multifacético y relacionado
con los cambios en la morfologia de la cabeza. Los espermatozoides con anormalidades severas no aparecen como
espermatozoides accesorios (aquellos atrapados en la zona pelucida)®, y se piensa que no son capaces de atravesar
las barreras del tracto reproductivo femenino. Consecuentemente, los espermatozoides severamente afectados en
su morfologia son considerados como espermatozoides con rasgos seminales compensables. La alteracién de la
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movilidad progresiva parece ser una de las razones de la exclusién de estos espermatozoides, como reportaron
Dresdner y Katz", incluso pequefias diferencias geométricas en la forma de la cabeza pueden causar grandes dife-
rencias en la movilidad. En otro escenario posible, los efectos de la espermatogénesis anormal representados por
anormalidades morfoldgicas pueden incluir espermatozoides aparentemente normales en la misma muestra de
semen. Estos espermatozoides aparentemente normales y espermatozoides con ligeras anormalidades en la misma
muestra de semen deberian ser considerados como rasgos no compensables, y se deberia esperar una disminucion
en la fertilidad. Las caracteristicas compensables no pueden ser totalmente explicadas por las evaluaciones de
morfologia y de viabilidad in vitro actuales. Toros cuyos espermatozoides son capaces de llegar al ovocito in vivo
a bajas dosis inseminantes basados en datos de fertilidad (den Daas y col.,?) o por el nimero de espermatozoides
accesorios por embrion (ovocito)® pueden diferir de espermatozoides de otros toros en patrones de movilidad o a
través de modificaciones importantes en la superficie espermatica para el reconocimiento del ovocito, unién y
penetracion. Por ejemplo, la movilidad hiperactiva, en lugar de movilidad progresiva, se cree que es mas impor-
tante para la penetracion de la zona peldcida en ratones®. Adicionalmente, Killian y col.'® reportaron que las mo-
dificaciones en la superficie espermatica pueden involucrar a proteinas plasmaticas seminales, mientras que Bellin
y col. determinaron que las proteinas unidas a heparina en las membranas espermaticas y en el fluido seminal
estuvieron positivamente relacionadas con la fertilidad en los toros. Si bien el diagnostico de rasgos seminales
compensables y no compensables es igualmente importante, el foco deberia ser puesto en los rasgos no compen-
sables, ya que resultan en una disminucion en la fertilidad independientemente de la dosis inseminante. Los pro-
ductores pueden minimizar los riesgos asociados con las deficiencias no compensables: a) utilizando semen de
centros de IA que analizan rutinariamente la morfologia espermatica y b) controlando todos los toros utilizados
para servicio natural con un examen completo de fertilidad que incluya morfologia espermatica. Una guia detalla-
da de la evaluacion de la aptitud reproductiva fue realizada por la Sociedad de Teriogenologia Estadounidense en
1992, y puede ser revisada en otros trabajos™.

LUGAR DE DESCARGA DEL SEMEN

Muchos estudios han comparado la descarga cerca de la curvatura mayor de los cuernos con la descarga con-
vencional en el cuerpo uterino. Aunque Senger y col.®, Lopez-Gatius® y Pursley® informaron mayores tasas de
concepcion cuando el semen era depositado en los cuernos, Hawk y Tanabe', Williams y col.*®, y McKenna y
col.?® no encontraron diferencias comparando inseminaciones realizadas en el cuerpo o en los cuernos uterinos.
Ademés, Diskin y col.'® informaron una interaccién inseminador/lugar de descarga, con evidencias de aumento,
disminucion o ausencia de efecto del sitio de descarga del semen sobre la tasa de concepcion para inseminadores
individuales. Dalton y col.’ reportaron una ligera ventaja en el nmero de espermatozoides accesorios atribuido a
la descarga cerca de la unién utero-tubarica comparado con la descarga convencional en el cuerpo uterino. La-
mentablemente, no esta claro por qué algunos pocos estudios han mostrado una ventaja en la fertilidad luego de la
inseminacion en el cuerno mientras que otros no. Una posible explicacion al efecto positivo de la descarga en los
cuernos puede estar relacionado con la minimizacion o eliminacion de la descarga cervical. Descargas cervicales
erroneas ocurren en el 20% de las inseminaciones cuyo blanco es el cuerpo uterino®. Macpherson® reporté que la
inseminacion cervical resulté en una disminucién de la fertilidad del 10% comparada con la obtenida en la des-
carga en el cuerpo uterino. Todos los técnicos inseminadores deberian desarrollar la capacidad para reconocer
cuando el extremo de la pistola de IA permanece en el cérvix. Para maximizar las tasas de concepcion, los inse-
minadores deben continuar manipulando el tracto reproductivo hasta que la punta de la pistola de 1A pase el cuello
y la descarga de semen en el Utero esté completada.

ESPERMATOZOIDES ACCESORIOS, ESTATUS DE FERTILIZACION Y CALIDAD EMBRIONARIA

La cuantificacion de espermatozoides accesorios ha sido utilizada para identificar factores que permitan in-
crementar la eficiencia reproductiva del ganado. En este proceso, los embriones (ovocitos) son recuperados por
lavaje uterino el dia 6 post IA. La tasa de fertilizacion es calculada y la calidad morfolégica embrionaria evalua-
da? para los embriones en estadio de mérula, y el nimero de espermatozoides atrapados en la zona peltcida de
cada embrién (ovocito) es cuantificado siguiendo el procedimiento de DeJarnette y col.?. El nimero de esperma-
tozoides accesorios en la zona peldcida ha sido asociado positivamente con la fertilidad en el ganado® ***" %,

Aunque el niamero de espermatozoides accesorios no estd directamente involucrado con la fertilizacién, re-
presenta la capacidad de los espermatozoides para llegar al oviducto, capacitarse, reconocer, unirse y realizar la
reaccion acrosomica verdadera, y penetrar parcialmente la zona pelicida. Los espermatozoides accesorios son
atrapados en la zona pelucida por la "reaccion en zona", el blogueo funcional de la polispermia que ocurre inme-
diatamente después de la fertilizacion por el espermatozoide fertilizante. Por lo tanto, los espermatozoides acceso-
rios constituyen una medida indirecta del transporte espermatico, y una medida cuantitativa de la disponibilidad
espermatica y la competencia para la fertilizacion Varios afios de estudio (utilizando semen de cerca de 30 toros y
927 embriones (ovocitos) recuperados el dia 6 post 1A) han permitido aclarar la relacion entre el namero de es-
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permatozoides accesorios, el estatus de fertilizacion y la calidad embrionaria (Tabla 1). Los embriones clasifica-
dos como excelentes y buenos tienen mas espermatozoides accesorios, cuando son comparados con los regulares,
pobres, degenerados y ovulos infertilizados. La asociacion de calidad embrionaria mayor y nimero de esper-
matozoides accesorios mas alto se cree que es debida a la mayor competencia entre espermatozoides potencial-
mente fertilizantes al momento de la fertilizacion.

Howard y col.*® describieron la seleccién espermatica por la zona peldcida, evidenciando que la competencia

favorece al espermatozoide mas competente. En la Tabla 1 queda claro que existe una gran variacion en el nimero
de espermatozoides accesorios dentro y entre categorias de estado de fertilizacién y calidad embrionaria. Conse-
cuentemente, esta variacion se opone al uso del nimero de espermatozoides accesorios como predictor de la ferti-
lidad del toro. No obstante, la busqueda de un mayor nimero de espermatozoides accesorios puede ayudar al
desarrollo de futuras estrategias reproductivas para incrementar la fertilidad.

Numerosos estudios han buscado aumentar el nimero de espermatozoides accesorios (Tabla 2, ver Saacke y
col.*, para una revision). En esta presentacion, pondremos el foco en dos factores importantes para las sincroniza-
ciones de celo e IATF: 1) el efecto toro y 2) el momento de 1A en relacién a la ovulacién.

EFECTO DEL TORO

En 1993, Nadir y col.”® reportaron que el nimero de espermatozoides accesorios podia ser mejorado por el
uso de toros especificos (Tabla 3). Claramente, muchos espermatozoides del toro A alcanzaron el ovocito, eviden-
ciado por el alto nimero de espermatozoides accesorios comparado con otros toros. Se esperaria que el toro A
fuera menos vulnerable al manejo del semen y a errores del inseminador que el de otros toros. Aunque se espera-
ria que los toros B y C alcanzaran una fertilidad y calidad embrionaria similares a las del toro B (basado en la
mediana del nimero de espermatozoides accesorios de 8 y 13, respectivamente), la capacidad de los toros By C
para producir un embrion podria depender mas fuertemente de la capacidad del inseminador y del momento de la
IA. Finalmente, el toro D (con un nimero de espermatozoides accesorios de 2) obtendria una fertilidad y una cali-
dad embrionaria marginales al ser usado en IA. Cuando las caracteristicas seminales involucradas en estas dife-
rencias son: a) conocidas y b) consideradas compensables, los centros de IA ajustan la dosis inseminante adecua-
damente. Lamentablemente, muchas diferencias compensables no han sido aun dilucidadas. Por lo tanto, el ajuste
de la dosis inseminante puede ser Unicamente determinado por datos de fertilidad a partir de la 1A de un gran nu-
mero de animales.
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Delarnette y col.? estudiaron el efecto del semen de toros calificados como "promedio” o "inferior al prome-
dio" (evaluado por el centro de 1A) basado en el porcentaje de espermatozoides anormales. Como puede verse en
la Figura 2, semen por debajo del promedio produjo pocos embriones excelentes y buenos y una mayor cantidad
de embriones degenerados y ovocitos infertilizados al compararlo con el semen de calidad promedio. EI mejor
marcador de anormalidades no compensables es la presencia de anormalidades espermaticas. Los espermatozoides
anormales reflejan tanto la salud de la espermatogénesis y del ADN contribuido al embrién. Antes de ser acep-
tados para ser utilizados en cualquier programa, los toros son controlados en el nimero de espermatozoides anor-
males. Ademas, los centros de 1A de alta reputacion evalGan rutinariamente el semen para monitorear cambios en
la produccién espermatica del mismo. Aunque el servicio natural no estd masivamente recomendado para vacas
sincronizadas, se recomienda hacer un examen de aptitud reproductiva para todos los toros en servicio natural.
Los productores pueden minimizar los riesgos asociados a las deficiencias no compensables controlando todos los
toros en servicio natural a través de un examen androldgico®.

MOMENTO DE IA

Dalton y col.® disefiaron un experimento para determinar el efecto del momento de inseminacion sobre el n-
mero de espermatozoides accesorios por embridn, estatus de fertilizacion, y calidad embrionaria en vacas con
ovulaciones unicas. El celo de las vacas fue monitoreado continuamente por el sistema Heat Watch®, que utiliza
un sistema de radiofrecuencia. Este sistema incluye baterias, transmisores sensores de presién reutilizables con un
rango de 0,4 km, repetidores con un rango de 0,8 km, un receptor de sefiales, un buffer que recibe y almacena los
datos de actividad de monta y un software que ordena la informacion por vaca, dia y hora. Los transmisores esta-
ban contenidos en un parche de nylon de 35 x 20 cm que era pegado por adhesivo de contacto en la zona sacra,
justo por delante de la base de la cola. Permanentemente las vacas estaban en una pastura que cumplia con los
rangos de los transmisores y repetidores. Los transmisores eran activados por la presién de monta (minimo 2 se-
gundos). Los datos recogidos incluyeron nimero de transmisor, dia, hora y duracion de la pasividad a la monta.
Trabajos anteriores revelaron que la ovulacion ocurre a las 27,6 £ 5,4 hs después de la primera aceptacion a la
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monta, tanto en celos espontaneos como en aquellos inducidos por la administracion de prostaglandina®, y entre
24y 32 hs posteriores a la segunda inyeccion de GnRH en un protocolo Ovsynch®. En nuestro experimento, todas
las vacas fueron inseminadas con pajuelas de 0,5 ml (25 x 106 espermatozoides) provenientes de uno de tres toros
alas 0, 12 0 24 hs posteriores al inicio del celo. Por cuestiones logisticas del monitoreo de la computadora cada 3
hs y el tiempo de retiro de las vacas de la pastura, el momento real de inseminacion (promedio + DE) después del
inicio de celo fue 2,0 £ 0,9 hs, 12,1 £ 0,6 hs y 24,2 + 0,7 hs para los tratamientos 0, 12 y 24 hs, respectivamente.
Las medianas de espermatozoides accesorios fueron mayores en los embriones recolectados luego del tratamiento
de 24 hs (Tabla 4).

La tasa de fertilizacion también fue mayor luego del tratamiento de 24 hs (Tabla 4). La calidad embrionaria
decliné con el aumento de los intervalos luego del inicio del celo, desde alta calidad embrionaria (0 h 1A) a baja
calidad embrionaria (24 hs IA) (Figura 3). Por lo tanto, las 1A realizadas 12 hs después del inicio del celo proveen
una solucion de compromiso entre la menor tasa de fertilizacion de las IA a las 0 hs y la menor calidad embriona-
ria (mayor cantidad de embriones degenerados) de las IA a las 24 hs (Figura 4). A partir de estos datos, las tasas
de concepcion deberian ser optimizadas luego de IA a las 12 hs (Figura 4).

Estos datos coinciden con Dransfield y col.*!, quienes encontraron como momento dptimo de IA entre las 4 y

16 hs de siguientes al inicio del celo (Heat Watch®), basados en las tasas de prefiez determinadas por palpacion a
los 35 a 75 dias post IA. En nuestro estudio, la calidad embrionaria en la inseminacién tardia puede ser debida a
un envejecimiento del ovocito al momento de la fertilizacion. En este escenario, las IA realizadas a las 24 hs re-
sultarian en que los espermatozoides alcanzarian el sitio de fertilizacion luego de las 30 hs del inicio del celo,
contando el tiempo necesario para el transporte espermatico (6 a 12 hs'>*" ™). Por lo tanto, podria ocurrir la ferti-
lizacion de un ovocito envejecido, que podria llevar a una menor calidad embrionaria.

Pagina 6 de 9



Sitio Argentino de Produccién Animal

La mejor calidad embrionaria asociada con IA a la hora 0 sugiere que la mayor permanencia de los esperma-
tozoides en el tracto femenino permite una mayor presién de seleccion a favor de los mas competentes, optimi-
zando la calidad embrionaria en las IA tempranas. La alta proporcién de embriones excelentes y buenos resultan-
tes de las IA a la 0 h podria explicar las mayores prefieces. Esto concuerda con Pursley y col.* en lo relativo a las
pérdidas de prefiez después de IATF de vacas lactantes luego del Ovsynch. Segtn Pursley y col.®!, las vacas inse-
minadas al momento de la segunda inyeccion de GnRH (hora 0) tuvieron menores pérdidas de prefiez comparado
con las vacas inseminadas a las 8, 16, 24 0 32 hs posteriores a la segunda GnRH.

CONCLUSIONES

Para lograr una dptima eficiencia reproductiva, las vacas deberian producir un ternero vivo cada afio. Los
programas de sincronizacion de celos permiten una manera organizada y eficiente de realizar la 1A y el mejora-
miento de la eficiencia reproductiva. Si bien los programas de sincronizacion pueden diferir entre estableci-
mientos, los puntos remarcables son:

a) Cumplir el protocolo estrictamente (buena identificacion de las vacas; administrar las drogas a las dosis y vias
correctas);

b) Un apropiado manejo del semen, considerando que la llegada de un nimero de espermatozoides viables es cri-
tico para el éxito del programa;

c) Los rasgos "compensables" estan relacionados con la capacidad de los espermatozoides de alcanzar el ovocito,
unirse y penetrar la zona pellcida e iniciar el bloqueo de la polispermia;

d) Las deficiencias "compensables™ pueden ser superadas o minimizadas incrementando la dosis inseminante (los
CIA reconocidos ajustan las dosis cuando existen deficiencias compensables conocidas);

e) Los rasgos "no compensables" estan relacionados con la incapacidad de los espermatozoides para completar la
fertilizacion y sostener el desarrollo embrionario temprano;

g) Las deficiencias "no compensables” resultan en una menor fertilidad independientemente de la dosis insemi-
nante (a los toros con niveles inaceptablemente elevados de anormalidades espermaticas no se les deberia co-
lectar ni preservar semen para ser usado en 1A);

h) La ovulacién ocurre a las 27,6 £+ 5,4 h después de la primera aceptacion a la monta, tanto en celos espontaneos
como en celos provocados por la administracion de prostaglandina y entre 24 a 32 hs luego de la segunda
GnRH en el Ovsynch;

i) El transporte espermatico requiere de 6 a 12 hs, por lo tanto el momento de IA deberia ocurrir lo suficientemen-
te cercano a la ovulacion para maximizar el acceso espermatico al ovocito, pero no demasiado tarde para que
ocurra un envejecimiento del mismo al esperar el arribo de los espermatozoides al sitio de fertilizacion.
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