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Efecto de la dosis reducida de espermato-
zoides combinada con la inseminacion
intracornual profunda a tiempo fijo sobre
la tasa de gestacion en vacas para carne
tratadas con progesterona

Rosatti, G. N., Aller, J. E®, Vittone, ]J. S.?, Callejas, S. S.*, Alberio, R. H. ?

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una o dos inseminaciones con dosis reducidas de esperma-
tozoides depositados en el cuerno ipsilateral al ovario con foliculo dominante (FD) sobre la tasa de gestacion
(TG). Se utilizaron 177 vacas con cria, multiparas (rango posparto: 35-94 dias), de las razas Hereford vy
Braford de dos establecimientos. Las vacas fueron tratadas con un dispositivo intravaginal con progesterona
durante 8 dias para sincronizar e inducir celo/ovulacion e inseminadas artificialmente a tiempo fijo (IATF).
A las 24 hs de retivado el dispositivo, se realizé ecografia ovdrica por via transrectal para determinar el ova-
rio con FD. Se utilizé el semen de dos toros. De un eyaculado de cada toro se procesaron (congelacion) pajue-
las de 0,5 ml con dosis reducida de espermatozoides (DRE=5 x 10° totales) y con dosis convencional
(DCE=25 x 106 totales). Las vacas fueron distribuidas en cuatro tratamientos (T); T1 (control) (n=47):
IA en el cuerpo del vitero con DCE, T2 (n=45): 1A en el cuerpo del vitero con DRE, T3 (n=43): IA enel
cuerno uterino ipsilateral al ovario con FD con DRE y T4 (n=42): doble 1A en el cuerno uterino ipsilate-
ral al ovario con FD con DRE. Todas las IATFs se realizaron a las 54-56 hs después de retivado el disposi-
tivo vy la segunda IATF del T4 se realizé 16 hs mds tarde. El diagnéstico de gestacion se realizé mediante eco-
grafia a los 35 dias después de la IATE La TG del T3 (58,1%) no difiri6 (P>0,05) de la TG del T4
(42,9%), pero fue significativamente mayor (P<0,05) que la TG del T1 (38,3%) y del T2 (28,9%). Sin
embargo, la TG del T4 no difirié (P>0,05) de la TG del T1 vy del T2. Se puede concluir que una IATF
combinada con una DRE depositados en el cuerno uterino ipsilateral al ovario con FD mejora la TG res-
pecto a la obtenida con una IATF convencional.
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Effect of low-sperm number combined with fixed-time deep cornual insemination on pregnancy rate in
progesterone-treated beef cows

Summanry

The aim of the study was to evaluate effect of single and double fixed-time artificial insemination into the uterine horn ipsilateral to the ovary
bearing the dominant follicle (DF), combined with low dose spermatozoa in beef cows upon the pregnancy rate (PR). A total of 177 suck-
led cows (Hereford and Braford, multiparous, postpartum range: 35-94 days) from two farms were used. The cows were treated with a
progesterone intravaginal device during 8 days and were fixed-time artificially inseminated (FTAI). Ultrasonography was used to identify
the DF (presumptive ovulatory follicle) 24 h after device removal. The semen of two bulls was used. One ejaculate from each bull was split
into two spermatozoa concentrations: 5 (LD: low dose) and 25 (SD: standard dose) million spermatozoa per dose (0.5 ml straws). The
straws were then frozen in a programmable freezing machine. The animals were assigned to four treatments (T); T1 (control) (n=47):
FTAI into the uterine body with SD, T2 (n=45): FTAI into the uterine body with LD, T3 (n=43): FTAI into the uterine horn ipsilat-
eral to the ovary bearing the DF with LD and T4 (n=42): two FTAI into the uterine hom ipsilateral to the ovary bearing the DF with
LD. Cows were inseminated 54-56 h after device removal. The second FTAI of T4 was performed 72 h after device removal. Pregnancy
was diagnosed by ultrasound at 35 days after FTAIL Pregnancy rate was higher (P<0.05) for the T3 (58.1%) than T1 (38.3%) and T2
(28.9%), but it was not higher (P>0.05) than T4 (42.9%). Nevertheless, the PR did not differ (P>0.05) among T1, T2 and T4. It is
concluded that a single FTAI into the uterine hom ipsilateral to the ovary bearing the DF combined to LD spermatozoa in suckling cows
is more efficient than a FTAI into uterine body with LD or SD and it is equally efficient than double FTAI into the uterine hom ipsilater-

al to the ovary bearing the DF with LD sperm.

Key words: beef cattle; FTAI semen; intracornual insemination; pregnancy rate.

Introduccion

La inseminacidn artificial a tiempo fijo (IATF)
es una biotécnica utilizada en los establecimientos
dedicados a la cria bovina y numerosos esfuerzos
estan dirigidos a aumentar su eficiencia. Una
forma de lograrla serfa a través de la disminucién
del ntmero de espermatozoides por dosis, permi-
tiendo multiplicar la cantidad de vacas a insemi-
nar con un eyaculado proveniente de toros de
alto valor genético. La produccién de semen con-
gelado serfa més eficiente si se aumentara la can-
tidad de dosis por eyaculado. En consecuencia, el
valor de mercado de la dosis de semen provenien-
te de toros genéticamente sobresalientes podria
reducirse y la produccién de carne beneficiarse.

Varios estudios han demostrado que la deposi-
cién del semen cercana a la unién tGtero-tubdrica
en el cuerno uterino ipsilateral al ovario con foli-
culo preovulatorio combinada con un bajo ntime-
ro de espermatozoides, puede ser una alternativa
para obtener una mayor “**¥ o similar " tasa de
gestaciéon que la obtenida con un ndmero con-
vencional de espermatozoides (15 a 30 millones)
depositados en el cuerpo uterino. Esta deposicién
profunda de semen, evita las barreras naturales a
las que se exponen los espermatozoides en el pro-
ceso de la inseminacién convencional y mejora su
capacidad fertilizante . Esto es particularmente
importante con el uso de tratamientos hormona-
les para IATE en donde el tiempo promedio y la

dispersién desde el retiro del dispositivo hasta la
ovulacién varfa segin el tratamiento utilizado.
Por lo tanto, este intervalo promedio es de apro-
ximadamente 50 a 68 hs con un rango de 36 a
108 hs @' Esta dispersién en la ovulacién
adquiere especial importancia con los espermato-
zoides sometidos a la congelacién-descongelacién
en donde, debido a ello, sufren cambios en la
membrana plasmatica similares a la capacitacién
natural, lo que explicarfa la disminucién de la
vida media comparada con la de los espermato-
zoides sin congelar .

Otra alternativa que facilitarfa el uso de una
dosis reducida de espermatozoides podria ser la
doble inseminacién con un intervalo de 12 a 18
hs, de manera de mantener espermatozoides férti-
les en el tracto reproductor femenino durante el
rango de ovulaciones. Por lo tanto, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
una o dos inseminaciones con dosis reducidas de
espermatozoides depositados en el cuerno ipsila-
teral al ovario con foliculo dominante sobre la
tasa de gestacién obtenida después de un trata-
miento con progestigeno para
celo/ovulacién e IATE

inducir el

Materiales y Métodos
Animales y lugares experimentales
El experimento se llevé a cabo en la Estacion

Experimental Agropecuaria (EEA) INTA
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Concepcién 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 crfa al pie de raza
Hereford en la EEA1 y raza Braford en la EEA2.
La alimentacién se basé en pasturas naturales
caracteristicas de cada zona.

Tratamiento hormonal y semen utilizado

Todos los animales fueron tratados con un dis-
positivo intravaginal impregnado con 0,5 g de
progesterona (DIB, Syntex, Argentina). Al
momento de colocar el dispositivo (dfa 0) se apli-
c6 una inyeccién 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 (dfa 8) se aplicé una dosis de
500 wg de cloprostenol sédico (Ciclase DL,
Syntex Argentina; i.m.) y 400 UI de gonadotrofi-
na coriénica equina (Novormén 5000, Syntex
Argentina; i.m.). Veinticuatro horas m4s tarde
(dia 9) se aplic6 1 mg de BE y a las 54-56 hs de
retirado los dispositivos (dfa 10) se realiz6 la
IATE Todas las inseminaciones fueron realizadas
por un mismo operador. Se utiliz6 semen prove-
niente de dos toros de probada fertilidad, uno de
raza Polled Hereford en la EEA1 y otro de raza
Braford en la EEA2. De un eyaculado de cada
toro se procesaron (congelacién) pajuelas de 0,5
ml con dosis reducida de espermatozoides
(DRE=5 x 10° totales) y con dosis convencional
(DCE=25 x 10° totales). Las pajuelas con ambas
dosis de espermatozoides y de cada toro presenta-
ron un minimo de 45% de motilidad progresiva
rectilinea y 55% vivos (eosina-nigrosina) pos-des-
congelacién (37 °C/1 minuto).

Estudios ecogrdficos

A las 24 horas (dia 9) de retirado el DIB se
realiz6 ecografia ovarica por via transrectal
(FALCO VET 100, 6-8 MHz) para determinar el
ovario con el foliculo de mayor tamafio presunta-
mente dominante (FD). En una muestra al azar
(EEAL, n=51) y en la totalidad (EEA2, n=55)
de las vacas, se midi6 el didmetro del FD.

Al momento de la IATF (Dia 10) se deter-
miné la presencia o ausencia del FD (ovulacion
pre-IATF). Por lo tanto, el momento de ovula-
cién se definié como antes o después de la IATE

La ovulacién se confirmé por medio de ecogra-
fia 10 dias después de la IATF por la presencia
de un cuerpo ldteo. El diagnéstico de gestaciéon
se realizé por medio de ecografia a los 35 dias de

la IATE

Diseiio experimental

Con la finalidad de disminuir las fuentes de
variacién y tener unidades experimentales homo-
géneas se determinaron los siguientes criterios de
exclusion de vacas: presencia de alteraciones y/o
lesiones del aparato reproductor, pérdida del DIB
y FD no observado al dia 9. Tras la aplicacién de
estos criterios, 20 vacas se excluyeron del experi-
mento. En consecuencia, un total de 180 vacas
fueron distribuidas en cuatro tratamientos (T) de
acuerdo al intervalo parto-tratamiento (IPT) y
condicién corporal (CC), de manera que los pro-
medios del IPT y la CC fueran similares entre tra-
tamientos dentro de cada EEA. Los tratamientos
en cada EEA fueron: T1 (Control): IA en el cuer-
po del tdtero con una DCE, T2: IA en el cuerpo
del dtero con una DRE, T3: IA en el cuerno ute-
rino ipsilateral al FD con una DRE y T4: doble IA
en el cuerno uterino ipsilateral al FD con una
DRE (una IA a las 54-56 hs. y la otra 16 hs més
tarde). Por tltimo, se aplicé el cuarto criterio de
exclusion, la ausencia de ovulacién, por lo cual se
excluyeron tres vacas del experimento. De mane-
ra que fueron tenidos en cuenta para el analisis
estadistico del experimento los datos completos
de 177 animales (EEA1: n=122 y EEA2: n=55).
La CC present6 un rango entre 2 y 6, en la esca-
lade 129 ®yel IPT fue de 62,9+ 14,2 dias (pro-
medio=EEM) con un rango de 35 a 94 dfas.

Andlisis estadistico

Las variables IPT, CC, tratamientos y EEA
(incluye el toro y la raza de vacas) se consideraron
fuentes de variacion de la tasa de gestacion (TG).
Por lo tanto, la TG fue analizada mediante un
modelo lineal generalizado para distribucion
binomial (PROC GENMOD). Las diferencias
entre tratamientos fueron evaluadas por medio de
contrastes con la prueba Chi-cuadrado (PROC
GENMOD). El didmetro del FD al dia 9 (n=106)
fue analizado mediante un modelo lineal genera-
lizado para distribuciones normales (PROC
GLM) y la tasa de gestacion segin el momento de
ovulacién (antes o después de la IATF) se com-
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par6 por medio de la prueba Chi-cuadrado
(PROC GENMOD). El programa estadjistico uti-
lizado en todos los procedimientos fue el SAS
(1998) ®. Todos los efectos y las diferencias se
consideraron significativas con un P<0,05.

Resultados

La TG no fue afectada por la EEA, [a CC y el
IPT, sin embargo las diferencias entre tratamien-
tos fueron significativas (P<0,05) (Fig. 1). 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.

El porcentaje de vacas que ovul6 antes de la
IATF fue de 31,1% (33/106) y que ovulé después
fue de 68,9% (73/106). Las vacas que ovularon
antes de la IATF presentaron un mayor (P=0,02)
didmetro promedio del FD (11,9+0,4 mm) al dia
9 que las vacas que ovularon después de la IATF
(10,8+0,2 mm).

La tasa de gestacién de las vacas que ovularon
antes de la IATF [24,2% (8/33)] fue menor
(P=0,01) que la tasa de gestacién de las vacas que

ovularon después de la IATF [50,7% (37/73)].

Figura 1. Tasa de gestaciéon (vacas prefiadas/vacas
ovuladas) para los diferentes tratamientos
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(a, b) valores con letras distintas en las columnas difieren significativa-
mente, P<0,05.

Discusion

La inseminacién artificial intracornual profun-
da se basa en el concepto de que la deposicién de
espermatozoides lo mas cercana posible a la unién
tero-tubdrica aumentaria el ndmero de esperma-
tozoides potencialmente fertilizantes en el reser-
vorio espermdtico funcional del oviducto (istmo
caudal) 9. Los resultados del presente estudio

demuestran que una IATF realizada en el cuerno
uterino ipsilateral al ovario con foliculo dominan-
te, combinada con un bajo ntiimero de espermato-
zoides mejora la tasa de gestaciéon comparada con
una IATF realizada en el cuerpo del tdtero con
una dosis reducida o convencional de espermato-
zoides. Estos resultados son similares a los obteni-
dos por otros autores ***| donde la deposicién
seminal intracornual profunda resulté en una tasa
de gestaciéon mayor que la deposiciéon en el cuer-
po uterino. Otro estudio demostré que la insemi-
nacién intracornual con 2 6 40 millones de esper-
matozoides por dosis fue més eficaz que una inse-
minacién convencional (deposicién en el cuerpo
del ttero de 40 millones de espermatozoides) *".
Sin embargo, en otros trabajos no se encontraron
diferencias ni en la tasa de fecundacién @ ni en la
tasa de gestacion "9 al comparar ambos sitios de
deposicién. Una posible explicacion de los resul-
tados observados en el presente trabajo, podria ser
que el nimero de espermatozoides se reducirfa
sustancialmente cuando son depositados en el
cuerpo del ttero y no cuando la deposicién es rea-
lizada cerca de la unién utero-tubdrica, debido a
que gran parte de los espermatozoides podrian
perderse por el movimiento retrégrado hacia la
vagina ©"". Por otro lado, la tasa de gestaciéon de
una IATF en el cuerpo del tGtero con una dosis
reducida (5 millones de espermatozoides) tendié
a ser inferior a la obtenida con una dosis de 25
millones de espermatozoides. Anderson y col.
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 insuficien-
te para los toros utilizados.

En el presente trabajo la doble IATF (T4) no
mejoré la tasa de gestacion comparada con una
IATE Este resultado coincide con el obtenido por
Kurykin y col. *", donde la tasa de gestacién fue
similar entre una IATF (80-82 hs) y dos IATF (72
y 96 hs) después de aplicar un protocolo para sin-
cronizacién de celos con doble dosis de PGF:0.
Sin embargo, Williams y col. *° sugirieron que la
IA intracornual profunda no produce lesiones ni
contaminacién bacteriana en el endometrio.

Las vacas que ovularon antes de la IATF pre-
sentaron un menor porcentaje de prefiez que las
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vacas que ovularon después de la IATE Estos
resultados son similares a los informados por S4a
Fhilo y col.". Probablemente, la IATF realizada
posterior a la ovulacion llevarfa a una asincronia
(retraso) entre la llegada de los espermatozoides
con capacidad fertilizante y la maduracién de los
ovocitos como preparaciéon a la fecundacion,
debido a que los espermatozoides tardan hasta 12
hs en su recorrido desde el cuerpo del Gtero hasta
el sitio de fertilizacion “V. Ademas, los espermato-
zoides sufren un retardo temporario en el istmo
caudal antes de continuar hacia la ampolla del
oviducto"?. Por otro lado, Dalton y col @ deter-
minaron que una inseminacion tardia aumenta la
tasa de embriones de mala calidad, posiblemente
debido al envejecimiento del ovocito.

Los resultados de este trabajo y lo anterior-
mente mencionado, estarfan indicando que la
inseminacion deberfa realizarse antes de la ovula-
cién, como refieren los trabajos de IA *? luego de
la deteccion de celo natural espontdneo. De
modo similar, en un estudio con vacas que fueron
tratadas con un  protocolo  Ovsynch
(GnRH/PGF:0/GnRH) e inseminadas en distin-
tos momentos después de la segunda inyeccién de
GnRH (la ovulacién se produce entre 24 y 32 hs
después de la GnRH) revel6 que la tasa de gesta-
cién fue mayor cuando la IA se realizé entre Oy
24 hs que cuando se realizé a las 32 hs después de
la segunda GnRH “?.

En el presente trabajo, las vacas que ovularon
antes de la IATF presentaron un mayor didmetro
del FD al dia 9, por lo tanto, este pardmetro
podria ser considerado para decidir el momento
de la IATE Deberian realizarse estudios tendien-
tes a evaluar si las vacas con un FD con mayor
didmetro en el dia 9 mejoran la fertilidad cuando
son inseminadas 6 a 8 horas antes respecto al
intervalo convencional.

La utilizacién de la IATF realizada en el
cuerno uterino ipsilateral al ovario con FD
podria tener algunas implicancias practicas que
deben ser consideradas. La determinacién del
FD por palpacién rectal o ecografia es un traba-
jo 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 rea-
liza una IATF convencional.

Conclusién

Los resultados de este trabajo demuestran que
es posible realizar una IATF con una dosis redu-
cida de espermatozoides en el cuerno uterino ipsi-
lateral al ovario con foliculo dominante y mejorar
la tasa de gestacién obtenida con una IATF con-
vencional. Més experimentos serdn necesarios
para estudiar el efecto de la doble IATF combina-
da con dosis reducida de espermatozoides y reali-
zadas en diferentes momentos después del trata-
miento hormonal.
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