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RESUMEN

La técnica de IA a tiempo fijo (IATF) se ha transformado en una herramienta que
permite estandarizar el manejo reproductivo de los rodeos comerciales de carne y leche.
Recientemente se ha demostrado un aumento en las tasas de prefiez en vaquillonas de leche
con protocolos para IATF que disminuyen el periodo de insercion del dispositivo y
prolongan el proestro, llamado protocolos Co-Synch de 5 dias. En Sudamérica, los
protocolos de IATF utilizan principalmente benzoato de estradiol (EB) y dispositivos con
progesterona. El protocolo J-Synch es un protocolo que utiliza estradiol y dispositivos con
progesterona, en el cual se reduce el periodo de insercién del dispositivo a 6 dias y se
alarga el proestro administrando GnRH y haciendo la IATF alas 72 h de la remocion
del dispositivo. Este protocolo se presenta como una opcion interesante por su
practicidad de aplicacion y los resultados son muy alentadores en cuanto a las tasas de
prefiez. El objetivo de esta tesis fue comparar el protocolo J-Synch con el protocolo
Co-Synch de 5 dias (ambos presentan proestro prolongado) con el protocolo
convencional (proestro corto), uno de los méas utilizados en Sudamérica. Los resultados
obtenidos confirman que los protocolos cortos prolongan el proestro en relacion al
protocolo convencional; siendo en el caso particular del J-Synch de 21 h mas largo. Las
tasas de prefiez no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
protocolos, sin embargo, en todas las réplicas realizadas los resultados de prefiez fueron
superiores en el protocolo J-Synch que para el protocolo convencional. El tratamiento J-
Synch fue eficiente para sincronizar la ovulacion de vaquillonas de leche, ademas de su
practicidad de aplicacion con la necesidad de solo tres encierres de los animales para

completar el tratamiento.

Palabras claves: IATF, proestro prolongado, vaquillonas de leche, ovulacion.



ABSTRACT

The technique of timed artificial insemination (TAI) has been transformed into
a tool to standardize the reproductive management of commercial beef and dairy
herds. It has recently been shown an increase in pregnancy rates to TAI in dairy
heifers using protocols that reduce the period of insertion of the device and prolong
the proestrous period, called 5-day Co-Synch protocols. In South America, TAI
protocols used mainly estradiol benzoate (EB) and progesterone devices. The J-Synch
protocol is a protocol that uses estradiol and progesterone devices in which the device
insertion period is reduced to 6 days and the proestrous period is prolonged by
administering GnRH and perforoming the TAIl at 72 hours after removal of the
progesterone device. This protocol is presented as an interesting option for its practicality
of implementation and the results are very encouraging in terms of pregnancy rates. The
aim of this thesis was to compare the J-Synch protocol with the 5- day Co-Synch
protocol (both have prolonged proestrus) to the conventional protocol (short proestrus),
one of the most widely used TAI protocols in South America. The results confirm
that the J-Synch protocol presents a proestrus that was, on average, 21 hours longer than
the conventional protocol. Although, pregnancy rates were not significantly different
between protocols, pregnancy results were higher in the J-Synch protocol than in
the conventional protocol in all replicates performed. The J-Synch treatment was
efficient to synchronize ovulation in dairy heifers and in addition, its application is

practical because it requires to manage the animals only three times.

Keywords: IATF, prolonged proestrus, heifers milk, ovulation.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Poblacién mundial, alimentacion y cambio climético.

La poblacién mundial aumenta en forma constante y datos recientes de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
determinan que 795 millones de personas se subalimentan alrededor del planeta cada dia,
esto significa que, actualmente, un poco mas de una de cada nueve personas en el mundo
(7200 millones de personas; NU, 2014) no puede consumir alimentos suficientes para
llevar una vida activa y saludable (FAO, 2015). En este sentido, los sistemas de
produccion de alimentos en general, y los de origen animal en particular, deben mejorar
su eficiencia para responder a esta demanda creciente, ademas de lograr sustentabilidad

economica y armonia con el ambiente a travées del tiempo.

A medida que el cambio climéatico evoluciona, la agricultura y la alimentacion
tienen que seguir el mismo camino. El aumento de las temperaturas, los cambios en las
precipitaciones, los patrones climéticos erraticos y la prevalencia de plagas y
enfermedades causadas por el cambio climatico amenazan la productividad agricola y

por tanto perjudican a la seguridad alimentaria mundial.

Al mismo tiempo, la poblacion mundial crece de manera constante y se espera
que llegue a 9600 millones de personas en el afio 2050. Para cubrir una demanda tan
grande, los sistemas agricolas y alimentarios tendran que adaptarse a los efectos

adversos del cambio climatico y hacerse mas resilientes, productivos y sostenibles.

La agricultura representa aproximadamente el 14,6% de las emisiones globales
de gases de efecto invernadero (GEI), mientras que la ganaderia es responsable de casi

dos tercios de los GEI agricolas, y del 78% de las emisiones de metano de origen



agricolas (FAO, 2016). Los rumiantes son responsables del 30% de las emisiones
globales de metano siendo los bovinos responsables del 77% de esas emisiones (14%
bufalos y 9% pequefios rumiantes). Sin embargo, es importante remarcar que los
rumiantes son esenciales para el sustento de millones de ganaderos y criticos para la salud
humana, la seguridad nutricional y la alimentacion mundial. La produccién de carne y
leche bovina en el contexto mundial se lleva a cabo en una amplia gama de sistemas de
produccion y eficiencias, que incluye desde sistemas extensivos de pastoreo hasta

lecherias intensivas o0 engordes a corral.

Los rumiantes suministran el 51% de todas las proteinas del sector ganadero; de
las cuales el 67% es de la leche y el 33% es de la carne (estimacién global). EI 80 % de la
proteina proveniente de especies de rumiantes se deriva del bovino, mientras bufalos,

ovejas y cabras contribuyen con el 11%, 5% y 4%, respectivamente.

El aumento en la productividad animal es clave para mejorar los medios de vida
rural y la seguridad alimentaria mundial, mientras que se reduce las emisiones de

metano entérico por unidad de producto animal.

La mejora de la productividad animal mas alla del sistema utilizado puede

lograrse con esfuerzo en tres areas basicas:

o Alimentacion y nutricion animal.
o Salud animal.
o Reproduccion y mejoramiento genético.

La mejora de la calidad del forraje se puede lograr mediante una mejor gestion de
los pastizales y especies de pastos mejorados. El uso de suplementos, preferiblemente
disponibles localmente, dietas balanceadas, preparacion y preservacion adecuada de la
alimentacion mejorara el suministro de nutrientes, la productividad y la fertilidad de los

animales.



Es necesario controlar la incidencia de enfermedades endémicas que limitan la
produccion y que tienen una serie de resultados negativos, incluyendo la muerte o el
sacrificio de animales, afectan la ganancia de peso vivo y la produccion de leche, lo que
se traduce en menor productividad del sistema y mayor emisiones de GEI por unidad de

producto logrado.

La mejora de la eficiencia reproductiva y prolongar la vida util de los animales
aumenta el rendimiento por animal mientras se reducen las emisiones de metano por
unidad de producto logrado. ElI mejoramiento genético es un medio fundamental para
aumentar la productividad en los sistemas ganaderos de carne y leche. Ademas, el
mejoramiento genético, puede colaborar para favorecer la adaptacion de los animales a
condiciones locales, también puede abordar los problemas asociados con la
reproduccion, vulnerabilidad al estrés, la capacidad de adaptacion al cambio climatico, y
disminuir la incidencia de enfermedades. En este sentido, la gestion de préacticas
adecuadas de manejo reproductivo, como puede ser la inseminacion artificial (1A) y las
demas biotecnologias reproductivas, pueden acelerar las ganancias del mejoramiento

genético.

Implicancias de la Inseminacion Artificial y de las biotecnologias

reproductivas en bovinos en el mundo y en la Argentina.

En los ultimos 80 afios se han logrado grandes innovaciones en el area de la
biotecnologia reproductiva animal. La introduccion de éstas técnicas a lo largo de la
historia ha permitido a los productores y sus empresas de produccion animal ser mas
eficientes y rentables. Entre los afios 1930 y 1960, se produjo la introduccion de grandes
innovaciones para la época, tales como la IA, la criopreservacion del semen, la
sincronizacion del estro y la transferencia de embriones (TE). A partir de 1980 y 1990
ocurrio la préxima generacion de biotecnologias que revolucionaron el mundo de la
TE: la ultrasonografia, el congelamiento y sexado de embriones, la fecundacion in
vitro (FIV), clonacion y sexado del semen. Finalmente, en el siglo XXI, asistimos a una
innovacion mas que revoluciond el negocio agricola: la genémica (Blondin, 2015). La

gendmica ha cambiado a la industria de la genética bovina. El intervalo de generaciones



ha sido significativamente reducido con la identificacion de los préximos animales con
genética de élite del sexo masculino y femenino, con la utilizacién de las tecnologias
genomicas. Esto permite acelerar el progreso genético animal y contribuir a la mejora de

la productividad de los sistemas ganaderos (Shojaei Saadi et al., 2014).

La actual situacion de la ganaderia exige a los productores méxima eficiencia
reproductiva para garantizar el retorno econémico. En este contexto, la optimizacién de la
eficiencia reproductiva es uno de los principales factores que contribuyen para mejorar
las ganancias. A pesar de que la IA es la técnica mas apropiada para acelerar el avance
genético y el retorno econdmico de una explotacion ganadera, el porcentaje del rodeo
bovino incluido en estos esquemas en el mundo continGa siendo bajo (Alberio, 2003;
Cutaia et al., 2003). Estimaciones globales correspondientes al afio 1998 (Thibiera y
Wagner, 2000) reportan la existencia de 648 centros de recoleccion de semen
registrados y 1635 los bancos de semen. Mas de 40000 toros (41084) fueron alojados
en estos centros y se produjeron 264 millones de dosis de semen (95% congelado: 50% en
Europa, 27% en el Lejano Oriente, 16% en América del Norte y 2% en otros origenes).
Respecto a las razas involucradas, se considera que aproximadamente el 75% de las dosis
de semen se origin0 a partir de las razas lecheras Bos taurus. Los movimientos
internacionales de semen fueron bastante importantes, con cerca de 20 millones de dosis
exportadas en 1998. Mas del 50% de las inseminaciones se realizaron en el Lejano

Oriente con méas de 58 millones, 34% en Europa y 10% en América del Norte.

Mientras tanto, la produccién de embriones bovinos ha crecido mas del 250%
entre los afios 1997 y 2013. La produccion in vivo de embriones aumentd
significativamente entre 1997 y 2005. Luego, la produccion de embriones in vivo se
estabiliz6 y ha disminuido ligeramente en los afios siguientes hasta 2013. Por otro lado,
la produccidn in vitro de embriones viene creciendo significativamente afio tras afio, a
tal punto, que en el afio 1997 representaba menos del 5% de los embriones producidos y
en 2013, de un total 1.275.874 de embriones logrados, el 42% corresponden a
embriones in vitro. Es importante notar que durante 2013, Ameérica del Sur,
principalmente Brasil, produjo el 73% de los embriones por FIV, mientras que en

América del Norte produjo el 22%. Curiosamente, de los embriones de FIV transferidos



en América del Norte cerca del 20% fueron congelados, mientras que solo el 5% de los
embriones de FIV transferidos en América del Sur fueron congelados (Blondin, 2015;
Baruselli et al., 2015). Algunas de las razones del crecimiento exponencial de la
producciéon de embriones in vitro en los ultimos afios son: mejora sustancial de los
medios de cultivos, mayor tolerancia al congelamiento, introduccion del uso del semen
sexado en la FIV, el advenimiento de la gendémica para acortar el intervalo generacional
de los animales élites, mayor namero de embriones obtenidos por unidad de tiempo
respecto al método convencional (Abe et al., 2002; Farin et al., 2006; Garner y Seidel,
2008; Shojaei Saadi et al., 2014).

En Argentina se comercializaron 5.758.381 dosis de semen para IA, de las cuales,
corresponden a ganado de leche 3.237.024 de dosis y a ganado de carne 2.521.357
de dosis (CABIA, 2014). Del rodeo lechero de Argentina conformado, por
aproximadamente por 2.400.000 vacas, se inseminan artificialmente alrededor del 62%
(Brogliatti, 2006). Por otro lado, 3.000.000 de vacas de carne (el 15% del stock de vacas)
se incluyeron en programas de IA a tiempo fijo (IATF) (B¢ et al., 2016).

Los programas de IATF facilitan la adopcion de la IA por parte de
establecimientos que no la emplean (Marcantonio, 2007). En muchas ocasiones, estos
programas han sido la herramienta que permite el acceso de la IA en establecimientos

con escasa estructura tecnologica.

El uso adecuado de la IA, tiene un impacto positivo en cualquier explotacion
ganadera: permite el uso de toros genéticamente superiores lo que favorece el avance
productivo de un rodeo. Uno de los inconvenientes de la técnica es la necesidad de
personal capacitado y responsable para la deteccion de celo (Bavera, 2005).

Muchas estrategias surgen para mejorar la deteccion de celo, incluyendo
detectores de monta con pintura sobre el anca, incremento de la frecuencia de las
observaciones visuales, el uso de podometros que registran autométicamente el
incremento de la actividad locomotora o el registro de la monta sobre un sensor de

presion. Sin embargo, es todavia la deteccién de celo un importante problema de



manejo (Cutaia y B6, 2006).

Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo en bovinos.

La 1A se ha utilizado ampliamente en el ganado lechero, y se ha convertido en
una de las técnicas mas importantes para el mejoramiento genético del ganado. Una de
las principales razones de la baja tasa de adopcion en los rodeos de carne es la deteccion
de celo, que requiere mucho tiempo, mano de obra especializada y esté sujeta a errores,

especialmente en grandes rebafios.

Los programas de IATF eliminan la necesidad de deteccion de celo y se convierten en
una herramienta para mejorar la eficiencia reproductiva en los rodeos bovinos
(Cutaia, 2006). Ademas, la IATF, permite aumentar significativamente el nimero de
animales inseminados en los establecimientos ganaderos (Brogliatti, 2003) y permiten
lograr tasas efectivas de prefiez de alrededor del 50% (Cutaia et al., 2003; B¢ et al.,
2016). Como resultado, la técnica de IATF se ha convertido en una parte integral del
manejo reproductivo en muchos rodeos lecheros y la aplicacion de estos programas
ofrece a los productores de carne la oportunidad de incorporar la 1A en sus rodeos
(Colazo, 2014).

Se pueden enumerar las siguientes ventajas de la IATF:

o Permite el manejo de grupos de animales sin la necesidad de
ocuparse de un animal individual (porque evita la deteccion de celos).

o Permite estandarizar y programar los servicios. El personal de
campo puede destinar mas tiempo a otras tareas, como la alimentacion de los
animales.

o Proyectar el manejo del preparto y las pariciones, como asi también
la profilaxis contra diarreas neonatales y el calostrado dirigido de las crias a
nacer.

o Mejor exposicion para comercializar excedentes de vaquillonas al

parir (venta de genética), debido a la uniformidad del grupo de hembras prefiadas



el mismo dia.

o Favorece el avance genético mediante el uso de toros superiores al
inseminar mayor cantidad de animales.

o Permite incorporar la 1A a rodeos de cria sin afectar parametros
reproductivos.

o Permite incluir a las vacas con terneros al pie en programas de IA
con esquemas simples de trabajo y sin deteccién de celos.

o Mejoras en los pesos al destete y en la homogeneidad de los lotes.

o Se facilita la implementacion de los cruzamientos de razas.

o Permite producir terneros en gran escala y atendiendo las

demandas del mercado.

Protocolos de sincronizacion basados en estradiol y progesterona.

Los tratamientos con estradiol y dispositivos intravaginales con progesterona
para sincronizar la emergencia de la onda folicular y la owvulacion se usan mas
comunmente en América del Sur y México. En muchos paises incluyendo EE.UU.,
Canada y Europa las formulaciones con estradiol no se encuentran disponibles en el

mercado veterinario (Colazo, 2014).

Desde hace tiempo se ha avanzado en el desarrollo de tratamientos para IATF en
rodeos bovinos, basados en la utilizacion de distintas sales de estradiol y progestagenos
(BO et al., 1995a, 1995b; Caccia y Bd, 1998; Moreno et al., 2001). La combinacion de
estradiol y progesterona suprime la FSH y la liberacion de LH y el crecimiento de
foliculos antrales. En cambio, el estradiol solo (en un momento de bajos niveles de
progesterona circulante) estimula la liberacion de LH e induce la ovulacién de foliculos
ovaricos. Una vez que el estradiol es metabolizado (estradiol-17f muy rapidamente,
aungue los ésteres tardan mas tiempo), la FSH en circulacién aumenta y una nueva onda

folicular emerge, en promedio, cuatro dias después del tratamiento.

El mecanismo responsable de la supresion del crecimiento folicular inducida por



estrogenos aparentd ser mas sistémico que local (B6 et al., 2000) e incluyo la supresion
de la FSH (BoO et al., 1994). El estradiol-173 (E-1783) es el mas potente de los
principales estrogenos que se encuentra tanto en animales como en humanos. Los
ésteres de estradiol (benzoato, valerato y cipionato) poseen absorcion retardada después
de su administracion intramuscular. Dichos ésteres son absorbidos desde el lugar de
inyeccion y el E-17p activo es liberado después de la hidrolisis. EI E-17 es la hormona
activa que resulta del clivaje de los ésteres de estradiol. Debido a que un éster es una
cadena compuesta principalmente de atomos de carbono, la esterificacion lleva a la
proteccion contra el ataque metabolico y a la prolongacion del efecto. Cuanto més larga
es la cadena del éster, mas baja la solubilidad en agua y mas demorara en absorberse la
dosis completa (Mapletoft et al., 2003). Los trabajos realizados para evaluar el
comportamiento de los diferentes ésteres de estradiol en la emergencia de una nueva
onda folicular, han establecido que dosis bajas de benzoato de estradiol combinado con
progesterona tuvo como resultado la emergencia de una onda folicular en 4,1 + 0,1 dias
con una variabilidad de 3,5 a 5 dias (Moreno et al., 2001), semejante a lo observado con
el E-17B (4,3 £ 0,2 dias; BoO et al., 1995a). En cambio, el cipionato de estradiol por
tratarse de un éster de cadena mas larga respecto al benzoato de estradiol, tiene un
efecto més prolongado y tuvo como resultado un intervalo mas variable en la

emergencia de la onda folicular (2 a 7 dias; Thundathil et al., 1997).

Diferentes protocolos de sincronizacion que utilizan progestagenos, estradiol,
GnRH, prostaglandinas y gonadotrofina corionica equina han sido utilizados en
vaquillonas (B6 et al., 2003; Lamb et al., 2010; S& Filho et al., 2010). Se logran indices
de concepcion de alrededor del 50% aplicando un dispositivo intravaginal con
progesterona y una dosis de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) al inicio del protocolo,
retiro del dispositivo y una dosis de prostaglandina (PGF2a) a los 7 u 8 dias, una dosis
de BE de 1 mg 24 h mas tarde e IATF a las 48-60 h de retirado el dispositivo (B0 et al.,
2003).

El dispositivo con progesterona y el BE inducen la emergencia de una nueva
onda folicular (aproximadamente 4 dias después; Bo et al., 1994,1995a, 1995b, 19964,

1996b) y la aplicacion de BE 24 h de retirado el dispositivo induce y sincroniza un pico



de LH (aproximadamente 16 a 18 horas después del tratamiento) y la ovulacion
(aproximadamente 24 a 32 horas mas tarde; Martinez et al., 2000, 2005).
Alternativamente, 0,5 mg de cipionato de estradiol se puede dar al momento del retiro
del dispositivo con progesterona (Colazo et al., 2003), por lo tanto los animales se
encierran y pasan por la manga solo 3 veces, y la IATF se realiza entre 48 y 56 horas
mas tarde. Numerosos trabajos han confirmado que puede utilizarse el cipionato de
estradiol como inductor de la ovulacién con la recomendacion de utilizar un estrogeno
de vida media corta (E-17f o BE) para asegurar una sincronia de la nueva onda folicular
(Colazo et al., 2002, 2003 y 2004; B6 et al., 2005; Cutaia et al., 2005; Giacusa et al.,
2005; Madero et al., 2007; Cesaroni et al., 2007). Debido a la practicidad de un encierre
menos en la operatoria del campo, el protocolo con cipionato se ha difundido rapido y

es el mas utilizado en ganaderia de carne en América del Sur (B0 et al., 2014a).

Protocolos de sincronizacion basados en la combinacion de prostaglandina
F2ay GnRH. Ovsynch y Co-Synch.

Las implicancias del uso de la GnRH en programas de sincronizacion de celos se
vieron mejor utilizadas con el desarrollo de protocolos de IATF en rodeos lecheros
(Pursley et al., 1995) y de carne (Geary et al., 2001) en los EE.UU. y Canada. El
desarrollo del protocolo Ovsynch se basdé en la combinacion de tratamientos para
controlar la dinamica folicular y luteal de manera tal que el tiempo de ovulacion pudiera

ser sincronizado con precision.

El protocolo Ovsynch contempla la aplicacion de una primera dosis de GnRH
con el objetivo de producir la ovulacion del foliculo dominante y sincronizar la
emergencia de una nueva onda folicular (1,6 dias después). El tratamiento con GnRH
induce la liberacién de LH y la ovulacién en animales que contemplen un foliculo
dominante > 10 mm de diametro (Thatcher et al., 1989; Macmillan y Thatcher, 1991;
Twagiramungu et al., 1994, 1995; Martinez et al., 1999). Al dia 7 una dosis de PGF2aq,
y el dia 9 la segunda inyeccién de GnRH (36 y 48 horas después de la PGF2a) para
inducir una ovulacién sincronica, realizando la IATF 16 h posteriores a la segunda
GnRH (Thatcher et al., 1993; Twagiramungu et al., 1995; Pursley et al., 1995). El rango



horario recomendado para realizar la IATF es entre las 16 y 20 horas después de la
segunda GnRH (Pursley et al., 1998).

Desde que el Ovsynch se introdujo en 1995, este protocolo ha sido muy utilizado
y su diferentes modificaciones han originado variantes tales como: Co-Synch, Pre-
synch, Heat-synch, Select-synch, Modified Targeted Breeding, y mas recientemente,
CIDR-synch.

Co-synch es una modificacién del protocolo Ovsynch en el que se da el segundo
tratamiento con GnRH simultdneamente con la IATF. Los protocolos Co-Synch se
utilizan con mayor frecuencia en el ganado de carne, ya que requiere el manejo de los
animales solamente 3 veces (en vez de cuatro). La mayoria de los protocolos de IATF,
utilizados en Canada y EE.UU. hoy en dia, son variaciones del protocolo Ovsynch
(Colazo, 2014).

Los protocolos Ovsynch en el ganado lechero han resultado en tasas de prefiez
(definida como el numero de vacas gestantes sobre el nimero de vacas tratadas o elegibles)
similares a los obtenidos con la IA a celo detectado (Pursley et al., 1997; de la Sota et al.,
1998). Sin embargo, la tasa de concepcion (definida como el nimero de vacas prefiadas
sobre el nimero de vacas inseminadas) es generalmente menor en las vacas tratadas con
Ovsynch porque la ovulacion no se sincroniza adecuadamente en aproximadamente un
tercio de los animales. Se reportd que en vacas Holstein en lactacion tratadas con el
Ovsynch el 11% ovul6 antes de la IATF, el 12% no respondi6 al tratamiento con PGF2a y
un 9% no ovularon después del segundo tratamiento con GnRH (Colazo et al., 2009), lo que
indica que la tasa de sincronizacién (definida como el porcentaje de vacas cuyo CL sufrio
regresion y ovularon dentro de las 24 horas después de IATF) fue sélo del 68%.

La eficacia de la primera GnRH, varia segun la categoria animal y la fase del ciclo
estral en que se encuentre el animal (Pursley et al., 1995; Geary et al., 2000; Atkins et al.,
2008, 2010; Souza et al., 2009). Este programa de sincronizacion es mas factible
utilizarlo en animales con dos ondas foliculares y solo en presencia de un cuerpo luteo. El

Ovsynch en ausencia de CL permite obtener tasas de concepcion menores al 15% con
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altas tasas de muerte embrionaria (Sterry et al., 2009).

Se ha demostrado que la etapa del ciclo estral en el momento en que se inicia un
protocolo Ovsynch afecta las tasas de sincronizacion y de prefiez (Vasconcelos et al.,
1999; Moreira et al., 2000). Vacas en que la primera GnRH se administr6 entre los dias
1y 4 del ciclo, la tasa de ovulacién no fue superior al 23%. Cuando se administra
GnRH durante el metaestro (dias 1-3), el foliculo dominante no ovula, y comienza a
sufrir atresia aproximadamente en el momento en que se inyecta la PGF2a, por lo tanto

no responderéa a la segunda GnRH.

La mejor ventana del ciclo estral para comenzar un programa Ovsynch es entre
los dias 5 y 10 del ciclo, debido a la presencia de un foliculo dominante mayor a 10 mm
lo que explica la tasa de ovulacion después de la GnRH del 96% Yy una sincronizacion

adecuada de la nueva onda folicular.

La tasa de ovulacion desciende a 54% si la administracion de la GnRH se realiza
entre los dias 11 y 15 del ciclo. Hasta el dia 11, a veces el dia 12 del ciclo, es posible
que la respuesta ovulatoria sea todavia muy alta, si el foliculo dominante de la primera

onda es todavia activo.

Entre los dias 9-10 del ciclo, se inicia la segunda onda folicular: el foliculo
dominante de la primera onda entrard en atresia, mientras que solo los dias 14-15,

ocurrird la desviacion del segundo foliculo dominante.

Si la administracion de la primera GnRH ocurre entre los dias 16 y 21 del ciclo,
la tasa ovulatoria es del 77%, mas baja que en la ventana de ciclo estral 5-10 dias, a
pesar de una configuracion folicular similar. Esta diferencia en la respuesta ovulatoria
se explica por la diferencia en los niveles de progesterona (el dia 16 la progesterona

disminuye bruscamente; Vasconcelos et al., 1999).

Sin embargo, en los establecimientos comerciales, el Ovsynch encuentra
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justificacion simplemente por la presencia de un CL, independiente del didmetro del
foliculo dominante (Gnemmi y Maraboli, 2014). En la practica habria un efecto de
dilucion del factor de riesgo, cuando la muestra es muy grande. En esencia, solo 3-4
dias de todo el ciclo estral no garantizan una respuesta ovulatoria a la primera GnRH
(Pursley et al., 2011), lo que explica por qué es posible simplificar el programa en el
campo, a través de la seleccidn de los animales sobre la base de la presencia de un CL; en
el caso de grupos muy grandes, el efecto de dilucion de la muestra, implicaria un

efecto negativo minimo.

La presincronizacion con PGF2a (“Presynch”) se utiliza cominmente en los
rebafios lecheros para asegurar que las vacas estén en la etapa mas apropiada del ciclo
estral en el momento de la primera GnRH. El objetivo es que la mayoria de los animales se
encuentren entre los dias 5 y 12 del ciclo estral. La presincronizacion con dos dosis de
PGF20 separadas 14 dias, y la administracion de la primera GnRH del Ovsynch a los 12
dias después de la segunda PGF2a aumenta la probabilidad de que un foliculo
sensible a la liberacion de LH esté presente en el momento de la primera GnRH. En dos
estudios iniciales (Moreira et al., 2001; El- Zarkouny et al., 2004), la tasa de prefiez
después de la IATF fue mayor en vacas tratadas con "Presynch - Ovsynch” que en las
tratadas sélo con Ovsynch (49 vs. 37 %; 47 vs. 38 %, P < 0.01).

El efecto de variar el intervalo entre la segunda PGF2a del Presynch y la iniciacion de
Ovsynch sobre la tasa de prefiez en vacas lecheras en lactacion ha sido recientemente
investigado. Aunque un intervalo de 12 dias entre la segunda PGF2a y la primera GnRH
resulté en un mejoramiento de la prefiez del 10 al 12%, los productores lecheros han adoptado
un intervalo de 14 dias, asi todos los tratamientos se llevan a cabo en los mismos dias de la
semana. Recientemente, Galvao et al. (2007) demostraron que una reduccion en el intervalo
entre Presynch y la primera GnRH de 14 a 11 dias, incrementd el porcentaje de animales
ovulando a la primera GnRH (61 vs. 45%, P< 0.01) y en consecuencia aumento la tasa de
prefiez (41 vs. 34%, P<0.05). En otro estudio (Stevenson, 2011), un intervalo de 12 dias desde
la Gltima PGF2a de Presynch y la primera GnRH resulto numéricamente en una mayor tasa
de prefiez a los 32 dias (37%) después de la IATF que un intervalo de 14 (32%) 0 10 (35%)

dias, o sin presincronizacion (solamente Ovsynch; 34%). Recientemente se ha comparado la
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respuesta ovulatoria a la primera GnRH, la tasa de sincronizacion y la tasa de prefiez en 241
vacas lecheras sometidas al protocolo Ovsynch iniciado ya sea 9 o 12 dias después de la
segunda PGF2a del protocolo Presynch (Colazo et al., 2013b). Las respuestas a los
tratamientos fueron determinadas por las concentraciones de progesterona plasmatica y
ultrasonografia transrectal. Se consideraron como “sincronizadas” a las vacas que habian
respondido a la PGF2a (progesterona plasmatica < 0.5 ng/ml a la IATF) y ovularon dentro de
las 24 horas después de la segunda GnRH. EI porcentaje de vacas que ovularon después de la
primera GnRH (62%) fue similar entre los dos grupos. Sin embargo, una reduccion del
intervalo de 12 a 9 dias redujo la tasa de sincronizacion (73 vs. 61%) y la tasa de prefiez a los
32 (44 vs. 34%) y 60 (43 vs. 32%) dias después de la IATF.

Bello et al. (2006) desarrollaron un nuevo protocolo de presincronizacion que
combina PGF2a y GnRH. El objetivo de este protocolo es aumentar el porcentaje de
animales que responden a la primera inyeccion de GnRH del protocolo Ovsynch
incrementando la probabilidad de que un foliculo de tamafio ovulatorio se encuentre
presente al inicio del Ovsynch. Un total de 137 vacas lecheras en lactacion se asignaron a
uno de cuatro grupos; un grupo no recibié ningln tratamiento de presincronizacion
antes del Ovsynch (Control), mientras que los otros tres grupos fueron tratados con
PGF2a, seguido 2 dias mas tarde con la GnRH administrada a 4, 5 0 6 dias antes de la
primera GnRH del Ovsynch. Los porcentajes de animales que ovularon después de la
primera GnRH del Ovsynch fueron 54, 56, 67 y 85%, respectivamente. La prefiez a la
IATF tendi6 a ser mayor en aquellos animales en los que se inici6 el Ovsynch a los 6 dias
después de la presincronizacion con PGF2o y GnRH (“G6G”) que en los animales control
(50 vs. 27%, P < 0.08). Mas recientemente, el protocolo de presincronizacién G6G se ha
evaluado en un mayor nimero de animales (Ribeiro et al., 2011), resultando en tasas de
prefiez similares a los reportados por Bello et al. (2006). Sin embargo, la tasa de
prefiez con el protocolo G6G no difiri6 de la tasa de prefiez con el protocolo
“Presynch-Ovsynch” (50 vs. 49%, respectivamente; Ribeiro et al., 2011).

Doble Ovsynch es otro protocolo que incluye una presincronizacion de PGF2a y
GnRH (Souza et al., 2008). Basicamente, el protocolo doble Ovsynch implica dos

protocolos Ovsynch seguidos uno del otro, con el tercer tratamiento de GnRH
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administrado 7 dias después del segundo. En un primer estudio, el protocolo Doble
Ovsynch resultd en una tasa de prefiez mas alta que el protocolo Presynch - Ovsynch en
vacas primiparas (65 vs. 45%, P < 0.05), pero no en multiparas (38 vs. 40%; Souza et
al., 2008). Con el doble Ovsynch, la tasa de prefiez, se mejora por dos motivos, una
mayor probabilidad de tener un foliculo dominante que ovule después de la tercera
GnRH, y una mas elevada concentracion de progesterona circulante antes de la
administracion de la PGF2o del segundo Ovsynch (Wiltbank et al., 2012). Astiz y
Fargas, (2013) no reportaron diferencias en el porcentaje de prefiez entre Doble
Ovsynch (36%) y G6G (35%), después de evaluar 7805 primo IA provenientes de 27
hatos lecheros del este de Espafia. Sin embargo, el protocolo Doble Ovsynch resultd en

mejores porcentajes de prefiez en vacas primiparas (44%) que multiparas (31%).

Cabe destacar, que en general, el Ovsynch no ha sido muy efectivo para sincronizar
la ovulacién en vaquillonas (Pursley et al., 1997). Esto puede deberse a una duracion menor
de las ondas foliculares (un recambio folicular mas rapido y mas ciclos de tres ondas) en
vaquillonas que en vacas en lactancia. La reduccién en la duracién de las ondas foliculares
aumenta las posibilidades de administrar la 1° inyeccion de GnRH sin la presencia de un
foliculo dominante y/o en el comienzo de una onda folicular antes de que la ovulacion pueda

ser inducida por la 2° inyeccion de GnRH (Wiltbank y Haughian, 2003).

También se ha investigado los efectos de la presincronizacion con PGF2a antes de un
protocolo Co-Synch en la sincronia del estro, y la tasa de prefiez después de la IATF en
vaquillonas de carne (Small et al., 2010). La presincronizacion redujo la proporcion de
vaquillonas en estro antes de la IATF (3 vs. 24%), lo que sugeriria que la presincronizacién
podria ser util en la aplicacion exitosa de los protocolos basados en GnRH en vaquillonas de
carne. Sin embargo, la tasa de prefiez a la IATF no se vio estadisticamente afectada en este
estudio (38 vs. 30%). En otro estudio, se investigd si la presincronizacion con PGF2a
aumentaria la tasa de prefiez en vaquillonas Aberdeen Angus (n = 462) sincronizadas con un
dispositivo intravaginal que contiene progesterona y 12.5 mg de LH porcina (pLH) o 100 mg
de GnRH para sincronizar la emergencia de la onda folicular y la ovulacion (Colazo et al.,
2007). La presincronizacion con PGF2a tendié a aumentar la tasa de ovulacion al primer

tratamiento (64 vs. 47%, P< 0.09), pero no afecto la tasa de prefiez (60 vs. 54%).
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Aunque la presincronizacion con PGF2a parece ser eficaz en vacas lecheras en
lactacion, los beneficios en vaquillonas de carne fueron mucho menos evidentes. Sin
embargo, se supone que el ganado que no esta ciclando no se beneficia de una
presincronizacion con PGF2a, ya que no tienen un CL, aunque en un estudio reciente se
ha reportado que el tratamiento con PGF2a adelanté la primera ovulacion en

vaquillonas de carne prepuberes (Pfeifer et al., 2009).

Los dispositivos intravaginales con progesterona permiten un mejor control de la
sincronia de la ovulacién de vaquillonas durante los protocolos de IATF. La inclusion
de un dispositivo con progesterona suprime la ovulacion durante los 7 dias de presencia
del dispositivo, permitiendo por ende, que el 100% de los animales puedan ser
destinados a la IATF sin afectar la fertilidad (Rivera et al., 2005). Diversos trabajos han
demostrado que se logran mayores tasas de prefiez con la adicion de dispositivos
intravaginales con progesterona a los protocolos Ovsynch y Co-Synch en vacas de leche
y carne en anestro y en vaquillonas (Pursley et al., 2001; Martinez et al., 2002; Lamb et
al., 2001).

Otra alternativa para mejorar la madurez del foliculo y aumentar las
concentraciones periovulatoria de estradiol es el uso de gonadotrofina corionica equina
(eCG). La eCG es una glicoproteina de larga vida media, que en la vaca tiene un efecto
similar a la FSH y LH y es utilizada para estimular el crecimiento de los foliculos en los
protocolos de sincronizacion. Multiples estudios han demostrado que el tratamiento con
eCG incrementa el porcentaje de prefiez en vacas con cria con alta incidencia de
anestros (B0 et al., 2013). En un estudio en vacas lecheras en anestro, la adiccion de
400 Ul de eCG en el momento de la inyeccion de PGF20, aumentd el porcentaje de
animales prefiados en un protocolo utilizando estradiol y dispositivos con progesterona
(Bryan et al., 2010) y un protocolo tipo Ovsynch con un dispositivo con progesterona
(Bryan et al., 2013).

Protocolo Ovsynch y dispositivo intravaginal con progesterona.

El-Zarkouny et al. (2004) utilizaron 91 vacas en lactacion en cada grupo que
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fueron tratadas con el protocolo Ovsynch con o sin la adicién de un CIDR (CIDR-B,
Zoetis, Argentina). Solamente el 44% de las vacas estaban ciclando al inicio del estudio.
Los porcentajes de prefiez a 1os 29 (59% vs 36%) y 57 (45% vs 20%) dias después de la
IATF fueron mayores en las vacas tratadas con Ovsynch + CIDR que en aquellas
tratadas con el Ovsynch solo. La fertilidad fue particularmente mejorada en aquellos
animales que estaban en anestro al inicio del tratamiento. En un segundo experimento
realizado por los mismos autores, la inclusién de un CIDR no mejoro la tasa de prefiez
(43 vs 32% en Ovsynch y Ovsynch + CIDR, respectivamente) en un rebafio lechero con
el 80% de las vacas ciclando al inicio del Ovsynch.

En un experimento mas completo, que agrup6 rebafios lecheros de 6
Universidades en EE.UU. (Stevenson et al., 2006), el uso de un CIDR en vacas tratadas
con Ovsynch aumento la prefiez a la IATF en un 10% (40 vs 50%). La ciclicidad del
rebafio al inicio del estudio ni tampoco su interaccion con la aplicacion de un CIDR
afectaron el porcentaje de prefiez. Sin embargo, el CIDR aumentd la prefiez en animales
que tenian niveles de progesterona bajos a la administracion de PGF2a (del 17% al 33%
y del 19% al 38% en vacas en anestro y ciclicas, respectivamente). Resultados de este
estudio, sugeriria que la adicion de un dispositivo intravaginal con progesterona solo
aumentaria la fertilidad de vacas en anestro que no responden al primer tratamiento con
GnRH. La repuesta ovulatoria a la primera inyeccion de GnRH es generalmente alta en
vacas en anestro, por lo tanto la decision o no del uso de un dispositivo con
progesterona dependera de cuan profundo es el anestro y de su incidencia en cada
rebafio lechero. Este Gltimo estudio también indicaria que algunos animales ciclicos se
benefician con la suplementacion de progesterona. Los mecanismos por los cuales la
fertilidad es mejorada en animales ciclicos tratados con Ovsynch + CIDR podria incluir
muchas posibilidades. En animales que se inicia el Ovsynch en un diestro tardio, la
aplicacion de un dispositivo con progesterona prevendria una ovulacion temprana y
mejoraria la sincronia de la ovulacidn. El priming con progesterona podria también
alterar el ambiente folicular incrementando la liberacion de estrégeno, mejorando la
fertilizacion y consecuentemente la funcion luteal. Esta posibilidad es de suma
importancia sobre todo en vacas en anestro que no responden a la primera inyeccion de

GnRH. Ademas, de ejercer un efecto positivo sobre el ambiente uterino que mejoraria el
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establecimiento de la gestacion (Colazo, 2014).

Uno de los objetivos de la presincronizacion es también incrementar el nimero
de animales que ovulan después de la primera inyeccion de GnRH, lo cual resultaria en
un CL adicional y ain mé&s progesterona en circulacion. Aunque, Folman et al. (1990)
demostraron que el uso de un dispositivo con progesterona antes de la IA en vacas
lecheras aumenta la fertilidad, el efecto fue cuadréatico. En otras palabras, el tratamiento
con progesterona aument6 la fertilidad solo en vacas que previo al tratamiento tenian
baja progesterona plasmatica pero redujo la fertilidad en vacas con altas
concentraciones plasmaticas de progesterona. Varios estudios (El-Zarkouny et al., 2004;
Moreira et al., 2004; Galvéo et al., 2004; Colazo et al., 2013a) indicarian que el uso de
un dispositivo de progesterona no aumentaria significativamente la fertilidad en vacas

lactantes ciclicas que fueron presincronizadas antes del inicio del Ovsynch.

En un estudio se ha evaluado el efecto de la administracion de un PRID (Sanofi,
Canadd) sobre la respuesta ovérica, las concentraciones de progesterona plasmatica, y la
prefiez en 608 vacas Holstein en lactacion (Colazo et al., 2013a). Las vacas fueron
sometidas a un Ovsynch de 7 dias con o sin presincronizacion. Las vacas que recibieron un
PRID durante el protocolo Ovsynch tuvieron una tasa de sincronizacion superior (78
frente a 71%) debido a que un menor nimero de vacas tuvieron ovulacién prematura (6
frente a 11%) comparado con aquéllas que no recibieron el PRID. La administracion de un
PRID tendi6 a aumentar las concentraciones de progesterona plasmatica (4.4 £ 0.2 vs.
39 £ 0.2 ng/ml) y aumentd la prefiez en vacas sometidas a un Ovsynch sin
presincronizacion (41 vs. 25%). Sin embargo, la adicion de un PRID no aumento
significativamente la fertilidad en vacas presincronizadas (40 vs. 42%). Aunque la
administracion de un PRID en vacas sometidas a un Ovsynch sin presincronizacion
mejoro la tasa general de la sincronizacion y la prefiez, también se observé un aumento en
la tasa de prefiez cuando sélo las vacas sincronizadas fueron consideradas en el analisis
estadistico (52 vs. 38%).

Las vacas ciclicas que son presincronizadas con PGF2a tendrian un nivel

adecuado de progesterona en plasma a la iniciacion de Ovsynch. La presincronizacién
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también aumenta la probabilidad de ovulacion a la primera inyeccion de GnRH (46%
frente a 28%), lo que daria lugar a un CL adicional y mas progesterona circulante. Por lo
tanto, la suplementacion con progesterona antes de la IATF no beneficiaria a las vacas

ciclicas sometidas a un protocolo Presynch-Ovsynch.

En cuanto a las vacas anovulatorias, la inclusion de un PRID aumento la prefiez
de 22% a 35%. Sin embargo, la fertilidad dependidé de la respuesta ovulatoria a la
primera GnRH, siendo muy baja en vacas que no ovularon a la primera GnRH y no

difirid significativamente si (9%) 0 no (4%) recibieron PRID.

Protocolo corto: Co-Synch 5 dias (proestro prolongado).

Se dedujo que una mayor tasa de prefiez a la IATF podria lograrse si el
protocolo Co-Synch + P4 (con un dispositivo con progesterona) era modificado
reduciendo el intervalo entre el primer tratamiento de GnRH vy la inyeccion de PGF2a y
retiro del dispositivo con P4 a 5 dias, y alargando ademas el intervalo entre la PGF2a y
la segunda inyeccién de GnRH junto con la IATF a 3 dias (Co-synch + P4 de 5 dias;
Bridges et al., 2008). Este tratamiento Co-Synch + P4 de 5 dias, ha tenido como
propésito  modificar la duracion del proestro, que se define como el periodo
comprendido entre la administracion de la PGF2o hasta la aplicacion de GnRH como
inductor de la ovulacién (Bridges et al., 2008; Rabaglino et al., 2010b; Colazo y
Ambrose, 2011; Lima et al., 2013). Esta modificacion ha llevado a alcanzar tasas de
concepcion en vaquillonas de leche de aproximadamente 60% (Rabaglino et al., 2009) y
en otros trabajos porcentajes superiores (Bridges et al., 2008). Incluso, este protocolo
para IATF se ha utilizado con semen sexado en aproximadamente 1600 vaquillonas,
lograndose una tasa de prefiez aceptable del 41,5% (Rabaglino et al., 2009). Resultados
mas recientes reportados por Whittier et al. (2013) encontraron también una tasa de
prefiez significativamente mayor en las vacas tratadas con el Co-Synch de 5 dias que en
las tratadas con el protocolo Co-Synch de 7 dias. Santos et al. (2010) también

informaron resultados similares en vacas lecheras.

Se ha investigado la influencia de la maduracion del foliculo ovulatorio en la
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fertilidad en vaquillonas de carne (Perry et al., 2005; Mussard et al., 2003 a y b, 2007;
Bridges et al., 2010). Una hipotesis era que el diametro del foliculo ovulatorio era el
indicador méas adecuado de la maduracion de dicho foliculo y que las vaquillonas
inducidas a ovular pequefios foliculos tenian menor fertilidad que aquellas inducidas a
ovular foliculos mayores. En tres experimentos esta hipétesis fue soportada (Mussard et
al., 2003 a y b, 2007), pero a medida que se fueron sumando nuevos trabajos, la relacién
del didametro del foliculo con la tasa de concepcién fue inconsistente. Considerando
estos experimentos, el predictor mas consistente de la tasa de concepcion parecia ser la
duracion del proestro (intervalo del inicio de la regresion del CL con la PGF2a hasta la

administracion de GhnRH y el consecuente pico preovulatorio de LH; Day, 2015).

Los proestros largos (de 2 a 4 dias) se relacionan con mejores tasas de
concepcion a la IATF, con mayores producciones de estradiol provenientes del foliculo
dominante y de progesterona luteal en el ciclo subsiguiente, en comparacién con los
proestros de corta duracion (1 dia; Bridges et al., 2010). En este trabajo fue demostrado
que con un didmetro de foliculo ovulatorio constante, la longitud del proestro tuvo una
influencia substancial en la tasa de concepcion. Se determind una fuerte relacion
positiva entre la duracion del proestro con el grado de maduracion del foliculo y con la
fertilidad y también que el didmetro del foliculo ovulatorio por si solo no fue un

predictor consistente de maduracién del foliculo.

El efecto del diametro del foliculo ovulatorio en la ovulacién inducida por
GnRH o en la ovulacion espontanea también fue valorado (Perry et al., 2005 y 2007). El
didmetro del foliculo ovulatorio no influenci6 la tasa de concepcién en vacas. En las
vacas que no presentan celo, el diametro del foliculo ovulatorio fue positivamente
asociado con la tasa de concepcion cuando la ovulacion fue inducida con GnRH.
Asimismo, si un proestro espontaneo completo ocurre en vacas (confirmado por la
exhibicion del estro), el diametro del foliculo no tiene efecto en la fertilidad; no
obstante, el diametro del foliculo ovulatorio, cuando la ovulacion fue inducida con

GnRH, influenci6 la tasa de concepcion; con una duracion constante del proestro.

Se encontrd que las vacas tratadas con el Co-Synch de 7-dias que no ovularon
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después de la primera de GnRH tuvieron una reduccién marginal en el diametro del
foliculo dominante ovulatorio y una reduccion substancial de las concentraciones de
estradiol en el periodo preovulatorio y de progesterona en la fase luteal subsiguiente que
las que habian ovulado después de la primera GnRH. Por el contrario, en las vacas
tratadas con el Co-Synch de 5 dias los pardmetros endocrinos y las caracteristicas
foliculares fueron similares entre las vacas que ovularon o no a la primera GnRH
(Bridges et al., 2014). En este trabajo se observo una tendencia a presentar un mayor
pico de estradiol de los foliculos ovulatorios de diametros similares sometidos al
protocolo Co-Synch de 5 dias respecto al protocolo de 7 dias. Una explicacion ldgica
para esa diferencia de concentraciones de estradiol es el periodo prolongado de
estimulacion por los pulsos de LH en alta frecuencia del protocolo corto. Ademas se
estima que el retiro anticipado del efecto inhibitorio de la secrecion de LH causado por
la progesterona (del Cl y del dispositivo) también contribuye para el aumento del
estradiol sistémico en el protocolo de 5 dias. En el protocolo de 5 dias en comparacion
con el protocolo de 7 dias, los foliculos resultantes de la nueva onda folicular iniciada
después de la primera inyeccion de GnRH serian aproximadamente de 3 a 4 diasvs 5 a
6 dias de edad, respectivamente, en el momento de la administracion de la PGF2a vy la
retirada del dispositivo (Day, 2015). Ha sido establecido que foliculos dominantes en
crecimiento 4 dias después de la emergencia de la onda, presentan concentraciones de
estradiol intrafoliculares y la capacidad para producir estradiol in vitro aumentadas en
relacion a foliculos dominantes no atrésicos en un momento posterior en la onda
folicular (Valdez et al., 2005). Aumentando la duracion del proestro y removiendo la
progesterona en una altura en que la capacidad esteroidogénica del foliculo dominante
es Optima, puede contribuir con el aumento de las concentraciones maximas de estradiol
y/o aumentar el periodo de concentraciones elevadas durante el proestro. La
concentracion de estradiol durante el periodo preovulatorio en bovinos es cada vez mas
reconocida como un factor clave que influencia la fertilidad (Bridges et al., 2012a,
2013; Atkins et al., 2013; Jinks et al., 2013; Geary et al., 2013).

Ademas del efecto sobre los foliculos, se propone también que una mayor
concentracion de estradiol durante el periodo preovulatorio, y de progesterona en la fase

luteal, se produce una mayor expresion de receptores de progesterona en el epitelio
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uterino, favoreciendo la funcion uterina durante el periodo pre-implantacional de la
prefiez (Bridges et al., 2012b). Sin embargo, debido a un intervalo méas corto entre la
primera GnRH y la induccion de la lutedlisis en el protocolo de 5 dias, puede ser
necesario administrar dos inyecciones de PGF2a con 6 a 24 horas de intervalo, para
inducir la regresion completa del CL inducido por la GnRH (Kasimanickam et al.,
2009). Las investigaciones mas recientes realizadas sugieren algunas variaciones
cuando los protocolos se utilizan en vacas o vaquillonas de carne y leche.
Kasimanickam et al. (2012) informaron que las vaquillonas de carne inseminadas a las
56 horas en un protocolo de Co-Synch de 5 dias tenian, en promedio, una tasa de prefiez
a la 1A 10,3% mas elevada que las vaquillonas inseminadas a las 72 horas. A la inversa,
Lima et al. (2011) observaron un aumento de la tasa de prefiez en vaquillonas lecheras
que recibieron la GnRH final al mismo tiempo que la IA a las 72 horas después de la
remocion del dispositivo con progesterona en comparacion con la administracion de
GnRH a las 56 horas e IATF 16 horas después. Por lo tanto, se recomienda hacer la
GnRH e IATF en vaquillonas de carne a las 56-60 horas y a las vaquillonas de leche a

las 72 horas de la remocion del dispositivo con progesterona (Bo et al., 2014 a y b).

A partir de estos trabajos se generaron dos incognitas a resolver respecto del
protocolo de 5 dias, por un lado si es necesario o no la aplicacion de la primera GnRH y
si es suficiente s6lo una o dos inyecciones de PGF2a. Recientemente en un estudio se
demostrd que solamente se produce un 31,7% de respuesta ovulatoria al primer
tratamiento con GnRH, incluso en dicho experimento, no hubo diferencias significativas
en la tasa de prefiez cuando se compar6 el protocolo Co-Synch + P4 de 5 dias con y sin
la administracion de la primera GnRH (Colazo et al., 2011). Ademas, tanto Lima et al.
(2011) como Colazo y Ambrose (2011) y Blanco et al. (2013) también mostraron que
no hubo diferencias en las tasas de prefiez entre vaquillonas que recibieron 0 no una

primera GnRH en el momento de la insercion del dispositivo con progesterona.

Por el lado de la PGF2a, Rabaglino et al. (2010b) no encontraron diferencias en
las tasas de prefiez en vaquillonas lecheras, pero Peterson et al. (2011) encontraron una
tendencia por mayores tasas de prefiez cuando dos inyecciones de PGF2a fueron

administradas con 6 horas de intervalo en vaquillonas de carne. Para tratar de resolver
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estos dilemas se han realizado recientemente dos trabajos en vaquillonas de leche y uno
en vaquillonas de carne. Lima et al. (2013) realizaron un experimento con 2117
vaquillonas de leche y encontraron las mejores tasas de prefiez cuando se coloc6 GnRH
en el dia de la insercion del dispositivo con progesterona y dos inyecciones de PGF2a,
con 24 h de intervalo, en el momento de la remocién del dispositivo con progesterona.
Las tasas de prefiez fueron del 61,7% (439/711) en las que recibieron GnRH en el Dia 0
y dos PGF2a en el Dia 5, y 53,0% (376/710) y 55,0% (383/696) en las que no

recibieron GnRH en el Dia 0 con una o dos dosis de PGF2a en el Dia 5.

Finalmente, Kasimanickam et al. (2014) realizaron recientemente un trabajo en el
que utilizaron vaquillonas de carne (n=1018) y leche (n=1137) con un disefio 2x2
factorial para determinar los efectos de la GnRH en el Dia 0 y una o dos PGF2a (con 6
horas de intervalo) en el Dia 5. En este trabajo las vaquillonas Angus fueron IATF a las 56
horas y las Holstein a las 72 horas de la remocion del dispositivo con progesterona. En
las vaquillonas Angus las tasas de prefiez fueron mayores cuando se utilizO GnRH en el
Dia 0, pero no hubo influencia del ndmero de inyecciones de PGF2a sobre las tasas de
prefiez. Sin embargo en las Holstein el uso de GnRH en el Dia 0 o el uso de una o dos
PGF2a no influyo en las tasas de prefiez. Es necesario indicar que en este trabajo las tasas
de prefiez en las vaquillonas Holstein fueron en general inferiores a las obtenidas con las
Angus y sobre todo menores a las obtenidas por Lima et al. (2013). Por lo tanto, se podria
interpretar que en vaquillonas de carne es necesario usar GnRH en el Dia 0 pero no
hace falta utilizar dos PGF2a en el Dia 5 (B6 et al. 2014b). Mientras tanto, en las
vaquillonas de leche existe controversia si es necesario utilizar GnRH en el Dia 0 y una o
dos PGF2a en el Dia 5. En este sentido, la utilizacion del protocolo Co-Synch de 5 dias
(sin la dosis inicial de GhnRH y una sola PGF2a) ha resultado en tasas de prefiez mayores
del 60% en vaquillonas de leche ciclicas (Colazo and Ambrose, 2011; Macmillan et al.,
2017). Sin embargo, la administracion de una dosis inicial de GnRH en el protocolo Co-
Synch de 5 dias resultd necesaria en vaquillonas de carne aciclicas para optimizar la
prefiez (LOpez-Helguera et al., 2018). En vacas de carne la mayoria de los resultados
indican la necesidad de utilizar dos dosis de PGF2a, aunque en uno de los trabajos no se
encontraron diferencias significativas en vacas tratadas con dos dosis de PGF2a con 8

horas de intervalo o una dosis doble PGF2a administrada en el mismo momento
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(Bridges et al., 2012Db).

Colazo y Ambrose (2011) informaron que mas del 75% de las vaquillonas
Holstein ciclicas ovularon dentro de las 24 h de la IATF cuando se utilizé el protocolo
Co-Synch de 5 dias, lo cual tiene implicancias para el uso de semen sexado. El uso de
semen sexado se ha informado que resulta en inferiores tasas de prefiez respecto al
semen convencional, en un 10% (Seidel Jr., 2014). La duracion reducida de la fertilidad
Optima del semen sexado en el tracto reproductivo femenino significa que los
espermatozoides deben depositarse en el Utero cerca del momento de la ovulacion. Por
lo tanto, un protocolo que resulta en la ovulacion mas cercana al momento de la IATF
seria ideal. Aungue un protocolo de IATF no requiere de deteccidn de celo, un aumento
de la prefiez en vaquillonas de carne y leche ha sido reportado cuando el celo se detectd
antes de la inseminacion (Colazo and Mapletoft, 2017; Thomas et al., 2017). Macmillan
et al. (2017) también encontraron una tendencia a una mayor prefiez para vaquillonas
lecheras detectadas en celo antes de la IATF con semen sexado, que podria deberse a un
intervalo méas corto y menos variable entre la 1A y la ovulacion (Colazo y Mapletoft,
2017). La deteccion del estro requiere trabajo y tiempo, por lo tanto, utilizando ayudas
indirectas como pintura o parches se facilita la tarea mientras que se logra una alta

sensibilidad y especificidad para determinar el estro (Davis et al., 2014).

Un estudio reciente (Colazo et al., 2018) tuvo como objetivo principal comparar
la tasa de prefiez en vaquillonas de carne tratadas con el protocolo Co-Synch de 5 dias e
inseminadas con semen sexado o convencional. En este estudio también se determind si
la expresion del estro antes de la IATF se asocia a un aumento de la prefiez, para lo cual
se utilizaron parches en la base de la cola como método indirecto de deteccion de celos.
Las vaquillonas (1690) fueron escaneadas por ultrasonografia para determinar la
presencia de un CL y normalidad del tracto reproductivo. Las vaquillonas con un CL
(n= 1331) recibieron un CIDR-B en el dia 0, el dia 5 se retir6 el CIDR y se aplicd
una inyeccion de PGF2o, en el dia 8 se administrd6 GnRH junto con la IATF. Las
vaquillonas sin un CL (n= 275) recibieron el mismo tratamiento con la adicion de
GnRH en el dia 0. El dia 5, todas las vaquillonas recibieron parches para la deteccién

indirecta del celo (Estrotect ™, USA) que se puntuaron de 0 a 3, segun el cambio de
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color entre la aplicacion inicial y el dia 8 (0= sin cambios, 1< 50% de cambio de color,
2 >50% de cambio de color, 3= perdido). Se definié que el estro se produjo cuando un
parche se puntu6 en 2 o 3. Las vaquillonas con un CL fueron inseminadas con semen
sexado o convencional mientras que las vaquillonas sin un CL fueron inseminadas solo

con semen convencional. La cantidad de espermatozoides del semen sexado y

convencional fue de 2,1 x 106 y ~ 20 x 106 por dosis, respectivamente. El porcentaje
de animales con un CL fue del 83,9% vy la respuesta promedio de estro fue del 63,8%.
La tasa de prefiez fue mayor (P <0.01) en vaquillonas que tenian un CL en el Dia
0 (ciclicas) en comparacion con las aciclicas (53,3 vs. 36,0%) y tendié a ser mayor (P
=1.7) para el semen convencional (52,3 vs. 47,6%), a pesar de que todas las vaquillonas
aciclicas fueron inseminadas con semen convencional. Las vaquillonas con un parche
que puntuaron 2 (61,1%) o 3 (58,6%) tuvieron mayor (P <0.01) porcentaje de prefiez que
aquellos anotados como 0 (31,8%) o 1 (33,1%), independientemente del tipo de semen.
Por ende, la prefiez fue mayor (P <0.01) para vaquillonas detectadas en celo (60,6 vs.
32,3%). En vaquillonas ciclicas que no exhibieron celo, la prefiez fue menor (P <0.01)
en aquellas inseminadas con semen sexado (27,8 vs. 45,9%), mientras que en las
vaquillonas que mostraron celo, la prefiez solo tendid a ser mas baja con semen sexado
respecto al convencional (P = 0.08; 56,7 vs. 65,5%). En resumen, la prefiez fue mayor
en vaquillonas ciclicas, en las inseminadas con semen convencional y en las que
exhibieron celo antes de la IATF. Los parches se consideraron Utiles para identificar
animales para IATF con semen sexado y podria usarse para aumentar la adopcion de

esta tecnologia en rodeos de carne y leche.
Protocolo corto: J-Synch (proestro prolongado).

En Sudamérica son méas frecuentes los protocolos para IATF que emplean
dispositivos con progesterona y sales de estradiol. Recientemente se presentaron datos de
un tratamiento realizado utilizando un protocolo basado en benzoato de estradiol y un
dispositivo con progesterona, pero donde la remocion del dispositivo con progesterona fue
realizada 6 dias después (en lugar de 7 u 8 dias) y se prolongd el proestro administrando
GnRH como inductor de la ovulacion en el momento de la IATF que fue realizada 72 horas

después de la remocion del dispositivo, en lugar de hacerlo a las 48 horas (protocolo J-
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Synch; de la Mata y B@, 2012). Esto permitié disminuir el periodo de dominancia y
prolongar el proestro, ya que se demostro que la calidad embrionaria puede verse afectada
cuando la dominancia de un foliculo ovulatorio aumenta mas de 1,5 dias (Cerri et al.,
2009) y la prolongacion del proestro se correlaciond con mayores concentraciones
séricas de estradiol, aumentando la fertilidad en la IATF (Bridges et al., 2008; 2010).

En el estudio realizado por de la Mata y B6 (2012) se compard la eficiencia en
la sincronizacién de celos y consecuente ovulaciéon de dos tratamientos alternativos. Se
utilizaron 28 vaquillonas para carne Bos taurus, de entre 16 y 17 meses de edad, que
fueron divididas al azar en dos grupos. El grupo 1 (J-Synch; n=14) recibi6 en el Dia 0, 2
mg de BE y un DIV con 0,6 g de progesterona. El grupo 2 (CO-Synch 5 d; n=14)
recibié en el Dia 1, 10,5 pg de GnRH y un DIV con 0,6 g de progesterona. Los
dispositivos fueron retirados en ambos grupos en el Dia 6 y todas las vaquillonas
recibieron 150 pg de D-Cloprostenol. La IATF se realizo6 a las 72 horas desde la PGF2a
(Dia 9) y en el mismo momento se aplicé 10,5 ug de GnRH en todos los animales.
Durante el transcurso de estos tratamientos, todas las vaquillonas fueron examinadas
mediante ultrasonografia transrectal para observar el desarrollo folicular y la ovulacion.
El dia promedio (= DS) de inicio de la nueva onda folicular ocurrié antes (P<0,05) en
las vaquillonas tratadas con GnRH (2,1+1,0) que en las tratadas con BE (3,7£0,9). Sin
embargo, la tasa ovulatoria (91,6 vs 92,8 %), el diametro del foliculo ovulatorio
(11,7+0,2 vs 12,0£0,5 mm), el intervalo desde la PGF2a hasta la ovulacion (97,1+17,4
vs 951+ 125 h) y el porcentaje de concepcion (50,0 vs 57,1 %) no difirieron
significativamente (P>0,05) entre los grupos. Esto fue repetido en ensayos de campo
con un total de 854 vaquillonas inseminadas en rodeos comerciales con este tratamiento
alternativo y el promedio de prefiez fue del 53,7 %, resultando en datos aceptables y
alentadores. En otro estudio, el protocolo J-Synch fue utilizado en receptoras de
embriones producidos in vitro con semen sexado, los resultados de la tasa de prefiez fue
mayor respecto a las receptoras tratadas con un protocolo tradicional con cipionato de
estradiol que presenta proestro corto (49,3%, 229/464 'y 40,9%, 197/481,
respectivamente; P<0,05; Menchaca et al., 2015a). En otro trabajo de campo (B0 et al.,
2016), que incluyo una gran prueba de campo, implicando dos experimentos con 4947

vaquillonas Angus x Hereford mestizas, realizado en Uruguay, tuvo como objetivos
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determinar los efectos en la tasa de prefiez del horario de la IATF y la adicion de eCG
en el momento del retiro del DIV. En el experimento 1, todas las vaquillonas recibieron
DIV de 0,5 g de P4 mas 2 mg de BE en el dia 0. Las vaquillonas en el grupo
convencional recibieron PGF2a y CPE junto al retiro DIV el dia 7 am. Las vaquillonas
fueron subdivididas para ser IATF el dia 9 am o pm (es decir, 48 0 56 horas) después de
la remocion del DIV. En tanto, las vaquillonas en el grupo de tratamiento J-Synch
recibid la dosis de PGF2a y se retir6 el DIV el dia 6 pm, mientras que la dosis de GhRH
y la IATF fue el dia 9 am o pm (es decir, 60 o 72 horas) después del retiro del DIV.
Todas las vaquillonas en este experimento también fueron tratadas con 300 Ul eCG en
el momento de la remocién del DIV. En el experimento 2, todas las vaquillonas fueron
tratadas con el protocolo J-Synch como se describe en el experimento 1, pero en la
extraccion del dispositivo (dia 6 pm), las vaquillonas se dividieron para recibir 300 1U
eCG o ningun tratamiento de eCG en ese momento, y las vaquillonas fueron a
su vez subdivididas para recibir GnRH y ser IATF el dia 9 am o pm (es decir, 60 o
72 horas después de la remocién del DIV). Los resultados de estos dos experimentos
fueron los siguientes: en el experimento 1, la tasa de prefiez general fue mayor (P
<0.05) en vaquillonas tratadas con J-Synch respecto al protocolo convencional (56,1
y 50,7 %, respectivamente), mientras que el tiempo de IATF solo afectd la tasa de
prefiez en el tratamiento convencional (53,4 y 48 % a las 48 y 56 h respectivamente,
P <0.05). Sin embargo, la eliminacion de eCG del protocolo J-Synch en el
experimento 2 resulté en menor % de prefiez cuando las inseminaciones se realizaron
el dia 9 pm (es decir, 72 horas) después del retiro del DIV (56,3 vs 49,7 % a las 60 y
72 h respectivamente, P <0.05). En resumen, la adicién de eCG al protocolo J-Synch
proporciond una ventana mas amplia de tiempos de inseminacion que facilitd la

IATF en grandes grupos de vaquillonas de carne.

A partir de estos datos, se disefiaron los experimentos de esta tesis para evaluar
el comportamiento del protocolo J-Synch en vaquillonas de leche y comparar su
desempefio como protocolo que prolonga el proestro frente a los tratamientos

convencionales para IATF que se vienen utilizando.

HIPOTESIS
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Los tratamientos de IATF a base de GnRH o benzoato de estradiol y dispositivos
con progesterona que permiten un proestro prolongado, aumentan significativamente las
tasas de prefiez con respecto a los protocolos convencionales de IATF en vaquillonas

lecheras.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El Objetivo General es evaluar distintos protocolos a base de estradiol, GhRH y

dispositivos con progesterona que permitan un proestro prolongado antes de la IATF.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la dinamica folicular, tasa ovulatoria, sincronia de ovulacion y
concentraciéon de progesterona en vaquillonas tratadas con protocolos que
permiten un proestro prolongado utilizando dispositivos con progesterona

en combinacién con GnRH o estradiol.

2. Comparar la tasa de prefiez a la IATF en vaquillonas tratadas con protocolos
que permiten un proestro prolongado utilizando dispositivos con

progesterona en combinacion con GnRH o estradiol.

3. Evaluar la sincronia de la ovulacion en vaquillonas tratadas con el
protocolo J-Synch, utilizando DIV con 0,5 o 1 g de progesterona y
administrando GnRH a las 56 0 72 h de retirado el DIV e IATF a las 72 h.

4. Comparar la tasa de prefiez a la IATF en vaquillonas tratadas con el
protocolo J-Synch DIV con 0,5 0 1 g de progesterona y administrando
GnRH alas 56 0 72 h de retirado el DIV e IATF a las 72 h.
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5. Comparar la tasa de prefiez a la IATF en vaquillonas de leche tratadas con

el protocolo J-Synch e inseminadas con semen convencional o sexado.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA GENERAL

Animales e instalaciones.

En todos los experimentos se utilizaron vaquillonas ciclicas para primer servicio
Holando Argentino de 15-17 meses de edad y con una condicion corporal de 2,5 a 3,5
(escala del 1 al 5). Todas las vaquillonas fueron previamente examinadas mediante tacto

rectal o ecografia para constatar su aptitud reproductiva normal.

Los experimentos donde se evalud la dinamica folicular se realizaron en el
establecimiento Don Orlando, ubicado en la localidad de Crispi, provincia de Santa Fe,
Argentina (Latitud 31°4725.43"S; Longitud 62° 3'27.64"0). Los experimentos donde se
evalué tasa de prefiez se llevaron a cabo en el establecimiento EI Embrujo, ubicado en la
localidad de EI Fortin, provincia de Cordoba, Argentina (Latitud 32° 6'24.86"S; Longitud
62°20'29.91"0).

Las vaquillonas en el establecimiento Don Orlando eran alimentadas con heno de
alfalfa y suplementadas con 3-3,5 kg de materia seca de silo de maiz diariamente y agua
ad-libitum. Las vaquillonas en el establecimiento EI Embrujo eran alimentadas mediante

una dieta TMR basada en silo de sorgo y heno de alfalfa y agua ad-libitum.

Semen utilizado.

Para la 1A se utilizaron partidas de semen de toros Holstein de uso comercial que

resultaron aptas al examen de calidad seminal determinado por una motilidad individual
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minima de 25% con vigor de 3 al momento del descongelado, menos del 30% de
anormalidades totales con menos de 15% de anormalidades de cabeza y que al menos el
15% de los espermatozoides superara el test de termo resistencia a 37°C durante 2 h. La
cantidad de espermatozoides del semen sexado y convencional fue de 2,1 x 10% y ~ 20 x

106 células / dosis, respectivamente.

Ultrasonografia.

Para la visualizacion de las estructuras ovaricas se utilizé un equipo Honda 101
V, (Honda Electronics Co., LTD., Japdn) provisto de un transductor lineal de 5.0 MHz.
Las vaquillonas fueron inmovilizadas en el cepo donde se les efectué la ecografia
transrectal para registrar todas las estructuras ovaricas (foliculos mayores a 3 mm y CL).
Se realiz6 un monitoreo y registro cada 12 horas de estas estructuras construyéndose un
mapeo individual de acuerdo a su ubicacion relativa en el ovario para posterior analisis
de la dindmica folicular. La ovulacion fue definida como el momento en que se detecto
la desaparicion del foliculo de mayor diametro que estaba presente en la examinacion
anterior. El area del CL fue calculada utilizando el didmetro mayor y menor de acuerdo

a lo reportado por Kastelic et al. (1990).

Obtencion de muestras sanguineas y determinacion de progesterona

plasméatica.

Para las determinaciones de progesterona plasmatica se tomaron muestras de 5 mL
de sangre de la vena coccigea. Se utilizaron jeringas de 5 mL y agujas hipodérmicas (0,8
mm de didmetro y 25 mm de longitud). Las muestras fueron conservadas a 4°C durante 1
hora y fueron centrifugadas a 3500 RPM durante 10 minutos para separar el plasma que se
congeld a — 20°C en tubos de 1,5 mL (Eppendorf, USA) hasta su posterior analisis (de
Castro et al., 2004).

Todas las muestras fueron tomadas a la mafana siguiendo el siguiente disefio:
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En el Experimento 1 se obtuvieron 5 muestras de cada animal. La muestra | se
obtuvo el dia del retiro del dispositivo; la muestra Il a las 24 h, la muestra 11l a las 48 h; la
muestra IV a las 72 h del retiro del dispositivo. La muestra V fue obtenida a los 11 dias

desde la ovulacién de cada animal.

En el Experimento 3 se obtuvieron 3 muestras de cada animal. La muestra | se
obtuvo el dia del retiro del dispositivo; la muestra Il a las 72 h del retiro del dispositivo
(dia de la IATF); mientras que la muestra Ill fue obtenida a los 11 dias desde la

ovulacion de cada animal.

Las concentraciones séricas de progesterona fueron determinadas mediante la
técnica de radioinmunoanalisis (RIA) en fase solida de origen comercial (DPC, Coat-A-
Count Progesterone, Los Angeles, USA) en el Laboratorio de la Facultad de Veterinaria
de La Plata, Buenos Aires, Argentina. Todas las muestras fueron evaluadas por
duplicado. Los coeficientes de variacion intra-ensayo fueron de 2,9; 1,0 y 2,4 % para
valores de 1,3; 4,6 y 19,0 ng/mL, respectivamente. Los coeficientes de variacion inter-
ensayo en este estudio fueron de 3,3; 1,9y 3,2 % para valores de 1,4; 4,2 y 19,9 ng/mL,

respectivamente. La sensibilidad del método fue estimada en 0,2 ng/mL.

Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los datos de estos experimentos fue realizado con el
Software Estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2015). Los resultados fueron analizados
mediante Modelos Lineares Generalizados Mixtos (MGLM), test de comparacion de
medias o de frecuencias, o sus analogos no paramétricos. En los Experimentos 1y 3, los
analisis del desarrollo folicular, area del CL y concentraciones séricas de progesterona
se realizaron mediante MLGM en el que se incluyd a la identificacion animal como
componente aleatorio y al tratamiento, y dia como componentes fijos. En el modelo
también se incluyo la interaccion dia x tratamiento. La tasa de ovulacion (vacas con
ovulacion/vacas tratadas) fue analizada mediante el test exacto de Fisher. En los
Experimentos 2, 4 y 5 para evaluar porcentajes de prefiez se utilizo el test de regresion

logistica utilizando una aproximaciéon de MLGM para variables binarias (prefiada o
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vacia) incluyendo en el modelo los efectos por tratamiento. Los resultados son
presentados como media = SEM vy las diferencias se consideraron significativas cuando
P<0,05, mientras que una probabilidad entre 0,051 y 0,1 se consideré tendencia
(P<0,10).

EXPERIMENTO 1

El objetivo de este trabajo fue evaluar dos tratamientos de sincronizacion de la
ovulacion a base de GnRH o benzoato de estradiol (BE) y dispositivos con progesterona
(P4) que permiten un proestro prolongado y compararlos con el protocolo convencional
(proestro corto) de IATF en vaquillonas lecheras. El experimento se realizd en el
establecimiento Don Orlando ubicado en el Centro-Oeste de Santa Fe (Latitud
31°47'25.43"S; Longitud 62° 327.64"0), donde se utilizaron vaquillonas Holando
Argentino de 17 meses de edad y con una condicion corporal de 2,5 a 3,5 (escala del 1
al 5).

Se utilizaron 3 protocolos de IATF simultdneamente (Figura 2.1.), haciendo
coincidir el momento de retiro del dispositivo. Las vaquillonas en el Grupo
convencional recibieron un dispositivo intravaginal con P4 (DIV; DIB 1 g P4; Zoetis,
Argentina) y 2 mg de BE (Gonadiol, Zoetis) en el Dia 0, 500 pg de cloprostenol
(PGF2a; Sincronil, Proagro S.A., Argentina) junto con la remocion del dispositivo en el
Dia 7, 1 mg de BE en el Dia 8 y fueron IATF a las 56 h del retiro del dispositivo. Las
del Grupo J-Synch recibieron un DIV y 2 mg BE en el Dia 1, PGF2a junto con el retiro
del dispositivo en el Dia 7 y en este caso se administré 10 ug de acetato de buserelina
(GnRH; Receptal, Intervet) y se realizd la IATF a las 72 h del retiro del DIV. Las
vaquillonas del Grupo Co-Synch 5 dias recibieron un DIV y GnRH en el Dia 2. En el
Dia 7 se retir0 el dispositivo y se aplicaron dos dosis de PGF2a (al mismo tiempo de la
remocion del DIV y 12 h después). A las 72 h del retiro del DIV se realiz6 la IATF y se
aplicé GnRH. Se utilizaron 20 vaquillonas por grupo y se realizaron dos réplicas de 30
animales cada una. Se evalud la dinamica folicular y ovulacion por medio de
ultrasonografia. Los porcentajes de prefiez a la IATF se determinaron mediante

ultrasonografia a los 32 dias de la IATF. Durante el trabajo se obtuvieron 5 muestras de
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sangre por animal para analizar concentracion plasmética de progesterona. La muestra 1
se obtuvo al momento del retiro de los dispositivos, las muestras 2, 3y 4 a las 24, 48 y
72 h del retiro de los dispositivos respectivamente. La muestra 5 se obtuvo a los 11 dias

de cada ovulacion (hora 264).

CONVENCIONAL

2 mg BE Pgn, 1mgBE

2 mg BE ng2u GnRH
GnRH Pgry GnRH

Figura 2.1. Disefio experimental para el Experimento 1.
EXPERIMENTO 2

El objetivo de este trabajo fue evaluar la tasa de prefiez siguiendo el esquema de
trabajo del Experimento 1, es decir, se evaluaron dos tratamientos que permiten un
proestro prolongado, Co-Synch de 5 dias y J-Synch, y compararlos con el protocolo
convencional (proestro corto) de IATF en vaquillonas lecheras. El experimento se realizd
en el establecimiento EI Embrujo, ubicado en la localidad de EI Fortin, provincia de
Coérdoba, Argentina (Latitud 32° 624.86"S; Longitud 62°20'29.91"0), donde se
utilizaron vaquillonas Holando Argentino de 17 meses de edad y con una condicion

corporal de 2,5 a 3,5 (escala del 1 al 5).

Se utilizaron 3 protocolos de IATF simultaneamente, haciendo coincidir el
momento de retiro del dispositivo: Las vaquillonas en el Grupo convencional recibieron

un DIV y 2 mg BE en el Dia 0; PGF2a junto con la remocion del dispositivo en el Dia
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7, 1 mg de BE en el Dia 8 y fueron IATF a las 56 h del retiro del dispositivo. Las del
Grupo J-Synch recibieron un DIV y 2 mg BE en el Dia 1, PGF2a junto con el retiro del
dispositivo en el Dia 7 y en este caso se administr6 GhRH vy se realizd la IATF a las 72
h del retiro del DIV. Las vaquillonas del Grupo Cosynch-5 dias recibieron un DIV y
GnRH en el Dia 2. En el Dia 7 se retiro el dispositivo y se aplicaron dos dosis de PGF2a
(al mismo tiempo de la remocién del DIV y 12 h después). A las 72 h del retiro del DIV
se realizd la IATF y se aplic6 GnRH. Se utilizaron 562 vaquillonas totales (Grupo
convencional n: 188; Grupo Co-Synch de 5 dias n: 185; Grupo J-Synch n: 189). El
diagndstico de gestacion se realizé a los 32 dias de la IATF.

EXPERIMENTO 3

En el Experimento 3 el objetivo fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de P4 en los DIV vy distintos momentos de aplicacion de la GnRH en vaquillonas de leche
tratadas con el protocolo J-Synch. EI experimento se realizd en el establecimiento Don
Orlando ubicado en el Centro-Oeste de Santa Fe (Latitud 31°47'25.43"S; Longitud 62°
3'27.64"0), donde se utilizaron vaquillonas Holando Argentino (n=80) de 17 meses de
edad y con una condicion corporal de 2,5 a 3,5 (escala del 1 al 5). En el Dia 0 (Figura 2.2.),
todas las vaquillonas recibieron 2 mg de BE (Benzoato de estradiol Synkroxy, Proagro,
Argentina), mientras que la mitad fueron tratadas con DIV con 0,5 g de P4 (DIB 0,5 g P4;
Zoetis, Argentina) y la otra mitad con un DIV con 1 g P4 (DIB 1 g P4; Zoetis, Argentina).
En el Dia 6, se retiraron los DIV y todas recibieron 150 pg D+cloprostenol (PGF2a;
Synkroxy, Proagro, Argentina). Las vaquillonas fueron nuevamente subdivididas para
recibir GnRH a las 56 o 72 h y todas fueron IATF a las 72 h. Se evalu6 la dindmica
folicular, ovulacion y tasas de prefiez a los 32 dias por medio de ultrasonografia. Durante
el trabajo se obtuvieron 3 muestras de sangre por animal para analizar concentracion
plasmatica de progesterona. La muestra 1 se obtuvo al momento del retiro de los
dispositivos, la muestra 2 a las 72 horas del retiro de los dispositivos, coincidiendo con la

IATF. La muestra 3 se obtuvo a los 11 dias de cada ovulacion (hora 264).
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DIV 0,5 g P4 x 6 dias IATF 72h
2 mg BE Pgry GnRH 72 h
DIV 0.5 g P4 x 6 dias IATF 72h
2mg BE Pgr, GnRH 56 h
DIV 1 g P4 x 6 dias IATF 72h
2mg BE Pgp, GnRH 72h
DIV 1 g P4 x 6 dias IATF 72h
2 mg BE Pge, GnRH 56 h

Figura 2.2. Disefo experimental 2 x 2 factorial, 4 grupos, n= 20 por grupo.

EXPERIMENTO 4

En este ensayo el objetivo fue evaluar la tasa de prefiez en vaquillonas Holando
Argentino (n=416) que recibieron un DIV de 0,5 g de P4 (Procrear Synkroxy, Proagro,
Argentina) y 2 mg de BE en el Dia 0 y fueron divididas en tres grupos. Las vaquillonas
de los dos primeros grupos fueron tratadas con el protocolo J-Synch, recibieron GnRH a
las 56 0 72 h y fueron IATF a las 72 h de la remocién del DIV. Las vaquillonas del
grupo Convencional fueron tratadas con un DIV por 7 dias, PGF2a junto con la
remocion del DIV, 1 mg de BE en el Dia 8 y fueron IATF a las 56 h del retiro del DIV.

Se utilizaron 416 vaquillonas totales (Grupo convencional n: 139; Grupo J-
Synch GnRH56 h n: 137; Grupo J-Synch GnRH72 h n: 140). El diagnéstico de
gestacion se realizo a los 32 dias de la IATF por medio de ultrasonografia.

EXPERIMENTO 5

En este ensayo el objetivo fue evaluar la tasa de prefiez de vaquillonas Holando
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Argentino (n=300) tratadas con el protocolo J-Synch y utilizando semen sexado y

convencional.

Las 300 vaquillonas fueron sincronizadas simultaneamente y fueron divididas en

tres grupos (Figura 2.3.):

Grupo J-Synch DIV 1 g: 100 vaquillonas recibieron un DIV de 1 g de P4
(Synkroxy, Proagro) y 2 mg de BE en el Dia 0.

Grupo J-Synch DIV 0,5 g: 100 vaquillonas recibieron un DIV de 0,5 g de P4
(Synkroxy, Proagro) y 2 mg de BE en el Dia 0.

Grupo J-Synch Sexado DIV 0,5 g: 100 vaquillonas recibieron un DIV de 0,5 g
de P4 y 2 mg de BE en el Dia 0.

Los tres grupos de animales recibieron PGF2a en el momento de la remocion
del DIV (Dia 6). Las vaquillonas de los dos grupos inseminados con semen
convencional fueron IATF a las 72 h y recibieron en ese momento GnRH. Las
vaquillonas del Grupo J-Synch Sexado DIV 0,5 g fueron pintadas (Celotest, Biotay
SA, Argentina) en la base de la cola el dia del retiro del dispositivo. Se consideré como
animal en celo a todo aquel que presentaba mas del 40 % de pérdida de color, tomando
como referencia el experimento realizado en vacas Braford por Stharinger et al.
(2011). A todas las vaquillonas del grupo se trataron con GnRH a las 72 h y se
inseminaron sélo las vaquillonas que mostraron celo (despintadas), mientras que en las
restantes se continudé la deteccion de celo durante 48 horas. Participaron 4
inseminadores experimentados y se utilizaron 3 toros para el semen convencional y
dos toros para el semen sexado. El diagndstico de gestacion se realiz6 a los 32 dias de
la IATF por medio de ultrasonografia.
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DIVigP4x 6 dias cggg;ﬁ):nile%eznh)
2 mg BE Pge, GnRH 72 h
DIV o,5 g P4 x 6 dias colggn?:nsa?%e;h)
2mg BE Pgnq GnRH 72 h

DIV o,5 g P4 x 6 dias

2mg BE Pintura + Pgp,

IACD con semen
sexado (72 h)

GnRH 72 h

J-SYNCH

J-SYNCH

IACD x 48 h con
semen sexado

Figura 2.3. Disefo experimental para el Experimento 5.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Los resultados estan resumidos en la Tabla 3.1. La tasa ovulatoria no fue diferente
entre los grupos (P>0,5; Figura 3.1.). La hora media de ovulacion fue antes para el
grupo Convencional que para los grupos J-Synch y Co-Synch-5 dias (P=0,001). El
tamafio del foliculo preovulatorio fue menor para los grupos Convencional y J-Synch

comparado con el grupo Co-Synch-5 dias (P=0,014).

Tabla 3.1. Tasa ovulatoria, hora media (*EE) de ovulacion, tamafio del foliculo
preovulatorio (FO) al momento del retiro del DIV y antes de la ovulacién, tasa de
crecimiento folicular y porcentaje de prefiez en vaquillonas Holstein sincronizadas con tres
protocolos de IATF.

Tratamientos Convencional  J-Synch dCiz-sSynch-S
Experimento 1

N 20 20 20

Tasa ovulatoria 19 (95%) ® 17 (85%) ® 17 (85%) ®
Hora media Ovulacion 82,7+3,1 2 103,8+3,3" 96,8+3,3°
Diametro FO al momento del retiro cd c d
del DIV 9,3+0,7 8,9+0,8 11,1+0,8
Diametro FO (mm) 12,8+0,5 2 13,1+0,6 2 14,9+0,6 °
Tasa dg crfumlento folicular 1,0520.1° 1,0140,1° 0,95+0,1 2
(mm/dia)

Prefiadas (%) 9 (45%) ° 13 (65%) 11 (55%) ®

ab Las medias difieren significativamente (P<0.05). cd Las medias difieren
significativamente (P<0.1; tendencia). * Desde la remocidon del DIV hasta la ovulacion.
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J-SYNCH 17/20 (85% g
CO-SYNCH 5d 17/20 (85%) L:H
CONVENCIONAL 19/20 (95% [ﬂ
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P>0,5

Figura 3.1. Tasa ovulatoria en vaquillonas Holstein sincronizadas con tres protocolos de
IATF.

En la Figura 3.2. se observa el didmetro del foliculo ovulatorio en diferentes
momentos a partir del retiro del DIV. El diametro folicular para el protocolo Co-Synch de
5 dias fue mayor respecto a J-Synch y Convencional (p<0,05). La tasa de crecimiento
folicular (mm/dia) desde el retiro del DIV hasta las 60 h, no fue diferente entre los
tratamientos (1,4, 1,4 y 1,6 mm/dia para el protocolo Co-Synch de 5 dias, Convencional y
J-Synch respectivamente; p>0,1).
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Figura 3.2. Tamafio folicular promedio (didmetro en mm) en los tres protocolos del
experimento 1 luego del retiro del DIV. T1: al momento del retiro del DIV y la
aplicacion de PGF2a. T2, T3 y T4: a las 24, 48 y 60 h de la PGF2a. T5: tamafio del FO
registrado antes de cada ovulacion.

En la Figura 3.3. se observa la distribucion de las ovulaciones segun
tratamiento. Los tres tratamientos son eficientes en iniciar una nueva onda de
crecimiento folicular y posibilitar que la mayoria de los animales ovulen de manera

sincronizada luego del retiro del DIV.

Momento de la Ovulacién

9 -

8 -

7 -
o
T 0
Es |
= ® Convencional
o 4
s3] m CO-Synch
z

2 | J-Synch

1 -

0 -

48 60 72 84 96 108 120 132
Horas desde el retiro del DIV .
Prueba de Varianza: P>0,7

Figura 3.3. Distribucion de las ovulaciones luego del retiro de los dispositivos en el
experimento 1.

Cuando se evalué la tasa de prefiez no hubo diferencias entre los grupos
(Convencional: 45%, Co-Synch de 5 dias: 55%, grupo J-Synch: 65%), pero si se observo
una tendencia a favor del grupo J-Synch respecto al grupo Convencional en las
vaquillonas que resultaron prefiadas respecto a las ovuladas (P<0.09). El grupo Co-

Synch de 5 dias result6 intermedio (Figura 3.4).
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Prenadas/Ovuladas

76,5

o

% de prefiez
w &= U1
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o

Convencional (n=19) CO-Synch 5 dias (n=17) J-Synch (n=17)
ab=P<0,09

Figura 3.4. Porcentaje de Vaquillonas prefiadas respecto a las ovuladas (P<0.09) en el
experimento 1.

En las siguientes figuras se observan las ovulaciones que resultaron en prefiez
segun la hora de la ovulacion respecto al retiro del DIV y al momento de la 1A en los
diferentes tratamientos (Figuras 3.5., 3.6. y 3.7.). Todos los tratamientos tuvieron una
aceptable fertilidad respecto a la distribucion de las ovulaciones, incluso en aquellas que

ocurrieron habiendo transcurrido mas de 40 h luego de la IATF.

Convencional
8 -
7 -
@ 671 JATF56h
© i
E 5
c 4 -
3 Ovuladas
< 3 -
z, W Prefiadas
1 -
0
48 60 72 84 96 108 120 132
Horas desde el retiro del DIV

Figura 3.5. Distribucion de las vaquillonas prefiadas segin momento de las
ovulaciones en el protocolo Convencional en el experimento 1.
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CO-Synch 5 dias

B IATF 72 h
Ovuladas
| I W Prefiadas
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Horas desde el retiro del DIV

N° de animales
o =N W s Oy N o
1

Figura 3.6. Distribucion de las vaquillonas prefiadas segin momento de las
ovulaciones en el protocolo Co-Synch 5 dias en el experimento 1.
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Figura 3.7. Distribucion de las vaquillonas prefiadas segin momento de las
ovulaciones en el protocolo J-Synch en el experimento 1.

En el analisis estadistico de la concentracion de progesterona de las 5 muestras
tomadas a los tiempos 0 (retiro de los DIV), 24 h, 48 h, 72 h y 264 h (11 dias de las
ovulaciones) se encontrd un efecto Tratamiento (P<0.01), efecto Dia (P<0.01) y una
interaccion Dia x Tratamiento (P<0.01). Los valores de progesterona plasmatica
resultaron significativamente mayores en el tiempo 0 para el grupo Co-Synch de 5 dias

respecto a los otros dos grupos, lo que se justifica por efecto de CL accesorios que se
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generaron durante la primera inyeccion de GnRH, debido a que el 65% de las
vaquillonas del grupo Co-Synch de 5 dias ovularon por accién de la inyeccion de GnRH
al inicio del protocolo. Hubo diferencias significativas entre los grupos en la
concentracion de progesterona a los 11 dias de las ovulaciones. La concentracion
promedio fue mayor para los grupos que permiten un proestro prolongado (4,54 y 4,49
ng/mL; Co-Synch de 5 dias y J-Synch, respectivamente) respecto al grupo Convencional

(proestro corto, 3,82 ng/ml). Los valores se encuentran indicados en la Figura 3.8.

Concentracion de P4 (ng/ml)
6
5 b I Tratamiento: P<0,01 b
Dia: P<0,01 b
4 Dia x Tratamiento: P<0,01 pe
. ‘,' rs
E 3 d (' /’ a
7’
S a > N\ £’
c 2 s\\\ '4',
1 \\\ 4
SNE F
0 _-r.-_-'-".'-w%mam“?
0 h (Retiro DIV) 24 h 48 h 72h 264 h
= === Convencional «sss+-- CO-Synch 5dias = = J-Synch

Figura 3.8. Concentracién plasmatica promedio de progesterona en vaquillonas segun

tratamiento del experimento 1 (a,b: valores con letras diferentes P<0.01).

EXPERIMENTO 2

Las tasas de prefiez fueron numéricamente menores en el grupo Convencional
comparada con los grupos J-Synch y Co-Synch-5 dias; no obstante las diferencias no
fueron significativas (P=0,2; Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Tasa de prefiez en vaquillonas Holstein sincronizadas con tres protocolos de
IATF.

Tratamientos Convencional ~ J-Synch g?éSSynch-S
Experimento 2

n 188 189 185
Prefiadas (%) 110 (58.5%) 122 (64.6%) 120 (64.9%)

Las medias no difieren (P=0.2).

EXPERIMENTO 3

Los resultados de la evaluacion de la dindmica folicular se encuentran indicados en
la Tabla 3.3. La ovulacién ocurrié antes (P<0,05) cuando la GnRH se aplicé a las 56 h
que cuando se aplico a las 72 h. Sin embargo, no hubo diferencias en la hora de
ovulacion entre las vaquillonas tratadas con los DIV de 0,5 g de P4 o 1 g de P4 (P=
0,126). Hubo una interaccion entre DIV y momento de la GhRH (P=0,018) en el
diametro del foliculo preovulatorio, siendo menor para el grupo DIV 1 g y GnRH 56 h
respecto al grupo DIV 1 g GnRH 72 h (P<0,05), mientras que los otros grupos, DIV 0,5 g
GnRH 56 h y DIV 0,5 g GnRH 72 h fueron intermedios. Finalmente, tasa de prefiez fue
mayor para los animales tratados con el DIV 0,5 g (19/40; 72,5%) respecto a los
animales que recibieron DIV 1 g (16/40 40,0%; P=0,006). Mientras que no hubo
diferencias entre las tratadas con GnRH a las 56 (55,0%) o 72 h (57,8%; P=0.9).
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Tabla 3.3. Hora media (xEE) de ovulacion, tamafio del foliculo preovulatorio, tasa de

crecimiento folicular

y % prefiez en vaquillonas Holando Argentino tratadas con el

protocolo J-Synch utilizando dispositivos con 0.5 0 1g de P4 y la GnRH administrada a las

56 0 72 h.

Tratamientos

J-Synch GnRH 56h

J-Synch GnRH 72 h

Hora IATF
Hora GnRH
Dispositivo DIV 0,59 DIV 1g DIV 0,59 DIV 1g
N 20 20 20 20
Tasa ovulatoria 19 (95%) ? 18 (90%) ? 19 (95%) ? 19 (95%) ®
Hora media Ovulacién ~ 88,4%3,2° 95,3+3,3% 97,3+3,2% 100,4+3,2"
Diametro FO al retiro
7,740,592 6,4+0,6° 7,1+0,59° 7,640,592

del DIV (mm)
Diametro FO (mm) 13,1+0,4° 11,840,4 ° 12,6+0,4 % 13,4+0,4°
Tasa de crecimiento

) 1,81+0.1° 1,96+0.1° 2+0.1° 1,78+0.1°2
folicular (mm/dia)*
Tasa de crecimiento

) 1,47+0.1°2 1,38+0.1° 1,39+0.1° 1,43+0.1°
folicular (mm/dia)**
Prefiadas (%) 14 (70%)? 8 (40%)" 15 (75%)? 8 (40%)"

ab Las medias difieren significativamente (P<0.05). * Desde la remocién del DIV hasta las
60 h del retiro. ** Desde la remocion del DIV hasta la ovulacion.

En la Figura 3.9 se observa la tasa de ovulacion segln tratamiento. El protocolo J-

Synch tiene una alta eficiencia para sincronizar una nueva onda de crecimiento folicular y

la ovulacion del foliculo dominante en la mayoria de los animales tratados.
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J-SYNCHDIV 1g 19/20 (95%)
GoRH72h

J-SYNCH DIV 1g 18/20 (90%)
GuRH56h

J-SYNCH DIV 0,5g 19/20 (95%)
GnRH72h

J-SYNCH DIV 0,5g 19/20 (95%)
GnRHS56 h

% 20% 40% 60% 80% 100%
P>0,5

Figura 3.9. Tasa owvulatoria del protocolo J-Synch con sus variantes. No hubo
diferencias entre los grupos (P>0,5).

En el anélisis estadistico de la concentracion de P4 de las 3 muestras tomadas a los
tiempos O (retiro de los DIV), 72 h (momento de la IATF) y 264 h (11 dias de las
ovulaciones) se encontré que no existen diferencias estadisticas en los valores medios de
P4 para los tiempos 0 y 72 h, pero muestra una tendencia por DIV utilizado en la hora
264 a favor del DIV 0.5 g respecto del DIV 1 g, con valores medios de P4 de 9,27 y 7,21
ng/ml respectivamente (P=0,0896; Figura 3.10.).
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Concentracion Progesterona (ng/ml) J-Synch

12 DIV: P=0,0896 (tendencia)
HoraGnRH: P>0,1 b
10 DIV x HoraGnRH: P>0.1
8 a
E
=
4
2
0
0 h (retiro DIV) 72 h (IATF) 264 h (11 dias pos OV)

~——DIV0,5g —DIV1g

Figura 3.10. Concentracion plasmatica de P4 (ng/ml) segin DIV utilizado en el
experimento 3. Valores con letras diferentes tienden a diferir (P=0,0896).

Ademas de los efectos de tratamiento se encontré una interaccion significativa
segin DIV por hora de administracion de la GnRH para el tiempo 264 h (11 dias de las
ovulaciones) entre los grupos DIV 0,5 g GnRH 72 h respecto al grupo DIV 1 g y GhnRH 56
h con valores de P4 de 9,63 y 7,08 ng/ml respectivamente (P< 0,05). Los otros
grupos, DIV 0,5 g GnRH 56 h y DIV 1 g GnRH 72 h, tuvieron valores intermedios
(8,91 y 8,74 ng/ml respectivamente; Figura 3.11.).
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Concentracion Progesterona (ng/ml) J-Synch

12
a
10 ab
t ab
8 b
E
=
4 ab: P<0,05
2
0 h
0 h (retiro DIV) 72 h (1ATF) 264 h (11 dias pos OV)

= ]-Synch DIV0,5g GnRH72 ——]-Synch DIV0,5g GnRH56
J-Synch DIV1g GnRH72 = J-Synch DIV1g GnRH56

Figura 3.11. Concentracion plasmatica de P4 (ng/ml) en los diferentes grupos del
protocolo J-Synch correspondientes al experimento 3.

EXPERIMENTO 4

Los resultados estan resumidos en la Tabla 3.4. No hubo diferencias significativas
en las tasas de prefiez entre las vaquillonas tratadas con el protocolo J- Synch con
GnRH a las 56 h, las tratadas con el protocolo J-Synch y GnRH a las 72 h y las del grupo
control. A pesar que los dispositivos con menor contenido de P4 mejoraron las tasas de
prefiez al protocolo J-Synch en el Experimento 3, el momento de la administracién de
GnRH no la afectd. Por altimo, las tasas de prefiez con el protocolo J-Synch no fueron

diferentes que la obtenida con el protocolo Convencional de 7 dias.
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Tabla 3.4. Tasa de prefiez en vaquillonas Holstein sincronizadas con tres protocolos de
IATF.

Tratamientos J-Synch GnRH 56h  J-Synch GnRH 72 h  Convencional
Hora IATF 72 h 72h 56 h
Hora GnRH 56 h 72 h -
Dispositivo DIVO0,5g DIV05g DIV05g
N 137 140 139
Prefiadas (%) 82 (59,9%)° 89 (63,6%)° 86 (61,9%)°

a Porcentajes no difieren significativamente (P>0.2).

EXPERIMENTO 5

La tasas de prefiez fueron del 59%, 56% y 53,1% para los grupos J-Synch DIV 1 g,
J-Synch DIV 0,5 g (ambos inseminados con semen convencional) y J-Synch Sexado DIV
0,5 g (inseminado con semen sexado) respectivamente (Tabla 3.5.). No hubo
diferencias estadisticas entre los grupos (P=0,7). Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes toros e inseminadores. La deteccion de celos mediante la
observacion de pintura permitio lograr tasas de prefiez utilizando semen sexado

semejantes al uso de semen convencional por IATF en el protocolo J-Synch.
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Tabla 3.5. Tasa de prefiez en vaquillonas Holstein inseminadas con el protocolo J-
Synch.

J-Synch
Tratamientos J-SynchDIV1g J-SynchDIV05¢g Sexado DIV
0549
Experimento 5
n 100 100 96"
Prefiadas (%) 59 (59 %) * 56 (56%) ® 51 (53,1%)°

1 cuatro (4%) vaquillonas no fueron inseminadas debido a que no mostraron celo
(pintura intacta).

En el grupo Sexado DIV 0,5 g, 72 vaquillonas fueron inseminadas a las 72 h
(despintadas 72/100; 72%), mientras que 16 (16%) y 8 (8%) vaquillonas fueron
inseminadas a las 96 h y 120 h respectivamente. El 4% de las vaquillonas de este grupo no

tuvieron signos de celo (permanecieron pintadas) y no fueron inseminadas (Tabla 3.6.).

Tabla 3.6. Distribucion de celos y Tasa de prefiez en las vaquillonas del Grupo J-Synch
Sexado DIV 0,5 g. A las 72 h, todos los animales recibieron la dosis de GhnRH.

Momento de inseminacién desde

el retiro del DIV 2h %h 120h
Grupo J-Synch Sexado 0,5 g.

n 72 16 8
Prefiadas (%) 37 (51,4 %) 11 (68,7 %) 3 (37,5 %)

1 Cuatro (4%) vaquillonas no fueron inseminadas debido a que no mostraron celo (pintura
intacta).
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CAPITULO 4

DISCUSION

Con el advenimiento de la ultrasonografia y la posibilidad de efectuar dindmica
folicular a varios animales simultdneamente, permite la recopilacién de enorme cantidad
de datos para poder estudiar y analizar. La mejor compresion de los patrones del
crecimiento de los foliculos ovaricos bovinos y las tecnologias que coordinan el
crecimiento y ovulacion de los foliculos permiten incrementar el uso de las técnicas de
IATF en bovinos de carne y leche (B6 et al., 2013). La aplicacion de programas de
IATF para prefiar las vaquillonas de reemplazo de un sistema de produccion lechera es
factible desde el punto de vista operativo y econdmico. La deteccion del celo de las
vaquillonas se dificulta debida al tiempo que demanda y al personal especializado

necesario para lograr los objetivos reproductivos.

Desde lo operativo, la implementacién de programas de IATF en vaquillonas
lecheras presentan las siguientes ventajas: las tareas son programadas durante el afio, se
evita el trabajo diario de la deteccion de celo, permite trabajar y prefiar grupos de
animales lo que favorece el manejo nutricional y sanitario, inmunizaciones, ingresos a
preparto y programar las tareas de calostrado de las futuras crias por nacer y también,
favorece la venta de vaquillonas prefiadas, que, por estar todas en el mismo momento de

la gestacion, facilita el negocio ante un comprador interesado.

Desde lo econémico se debe tener en cuenta que desde el momento que una
hembra de reemplazo logra concebir cambia sustancialmente su valor econdémico
mientras que se cumple el objetivo primordial de la recria de vaquillonas. Los gastos
incurridos para un programa de IATF en vaquillonas, sumado al costo del semen y
gastos asociados, dificilmente superen el 3% del total de gastos de un sistema de recria
de vaquillonas de leche (Ré et al., 2015, Gestion agropecuaria 2014-15, Establecimiento
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Don Orlando), pero su impacto en los ingresos es muy importante por el solo hecho

de permitir que las hembras se prefien de una manera programada y coordinada.

En la medida que se logren mejorar los resultados de prefiez de los protocolos
para IATF tendran una aceptacion creciente por parte de los ganaderos para el manejo

reproductivo de sus vaquillonas.

La duracion del proestro en los protocolos de IATF ha sido investigada en los
Gltimos afos. Bridges et al. (2008) dedujeron que una mayor tasa de prefiez a la IATF
podria lograrse extendiendo la duracion del proestro generando el protocolo Co-Synch +
P4 de 5 dias. En los experimentos de esta tesis se ha demostrado que el protocolo J-
Synch permite un proestro 21 horas mas prolongado que el tratamiento Convencional
en vaquillonas Holando Argentino. Esto concuerda con los datos de de la Mata et al.
(2018) que encontrd una diferencia de 28 horas en el periodo de proestro en vaquillonas

de carne tratadas con el protocolo J-Synch y el Convencional, respectivamente.

Los proestros largos (de 2 a 4 dias) se relacionan con mejores tasas de
concepcion a la IATF, con mayores producciones de estradiol, provenientes del foliculo
dominante, y de progesterona luteal en el ciclo subsiguiente, en comparacion con los
proestros de corta duracion, como fue demostrado en los protocolos Co-Synch de 5 dias
(Bridges et al., 2010), como mas recientemente con el protocolo J-Synch (de la Mata et
al., 2018).

Si bien el tamafio folicular no afecta la fertilidad cuando la ovulacion ocurre
espontaneamente (Perry et al., 2005), en los protocolos de IATF de proestro corto
aumentan las posibilidades de generar ovulacion prematura de un foliculo dominante
cuando son inducidas por la administracion de GnRH exdgena, reduciendo el tamafo
del foliculo ovulatorio y disminuyendo la funcion luteal y fertilidad en vacas de carne
(Perry et al., 2005; Mussard et al., 2007). A didmetros foliculares similares, los
tratamientos de proestros cortos tuvieron menores tasas prefiez que los tratamientos de

proestros largos (Bridges et al., 2010; de la Mata et al., 2018).
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En los protocolos que mantienen un proestro prolongado como el Co-Synch 5
dias o el protocolo J-Synch, donde el intervalo desde la PGF2a hasta la 1A y aplicacion
de la GnRH es de 72 h ocurren algunas ovulaciones tempranas antes de la IA pero las
cuales logran aceptables tasas de prefiez (Bridges et al., 2008; Rabaglino et al., 2010a;
Rabaglino et al., 2010b; Nufiez Olivera et al., 2016). Acorde a esto, en los trabajos de
dindmica folicular en el protocolo J-Synch se observé una tasa de prefiez del 42,8% para
aquellas ovulaciones que ocurrieron antes de la administracién de la GhnRH y de la 1A.
Por su parte en el trabajo de Nufiez Olivera et al. (2016) 14 de las 19 vaquillonas que ya
habian ovulado cuando se realizd la IATF y GnRH a las 72 horas también resultaron

prefiadas.

Un estudio estimd en vaquillonas Holstein que el proestro de 3 dias tiene una
probabilidad de concepcion del 80,1% a los 28 dias de la 1A. Dicha probabilidad era
menor cuando el proestro era mas corto o mas largo de 3 dias (Colazo y Ambrose,
2011). En este estudio, la longitud del proestro, pero no el diametro del foliculo
ovulatorio se identific6 como un predictor significativo de la probabilidad de
concepcion a la IA. Disminuyendo la longitud del proestro antes de la induccion de la
ovulacion resultd en baja tasa de prefiez a la IA y una incidencia elevada de fases
luteales cortas (Bridges et al., 2010). Por otro lado, un aumento de la duracién de la
dominancia folicular durante el tratamiento con progesterona puede resultar en
ovulaciones de ovocitos comprometidos, que si bien pueden ser fertilizados en algunos
casos, a menudo tienen poca capacidad para establecer la prefiez (Sanchez et al., 1993;
Revah y Butler, 1996; Ahmad et al., 1995). Por el contrario, bajas tasas de
fertilizacion debido a una inadecuada longevidad espermatica puede ser la razén de
fallas de prefiez en vaquillonas con un proestro prolongado (Saacke et al., 2000). No
obstante, en el Exprerimento 1 de esta tesis, las vaquillonas que ovularon a las 120 h, o
sea 48 horas después de la IATF resultaron prefiadas, indicando que un medio ambiente
uterino favorable puede resultar en una supervivencia espermatica mucho mayor que la

estimada.

Con respecto al desarrollo luteal evaluado desde el dia 3 al dia 12 de las

ovulaciones, de la Mata et al. (2018) han demostrado que tendio a ser mayor para el
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protocolo J-Synch respecto al protocolo convencional. Los resultados de concentracién
de P4 en el dia 11 después de la ovulaciéon de las vaquillonas Holstein de esta tesis
tuvieron valores promedio mas elevados y significativos en el protocolo J-Synch y Co-
Synch 5 dias respecto al Convencional. Esto coincide con trabajos del autor mencionado
anteriormente, que han demostrado que las concentraciones séricas de P4 durante los
primeros 13 dias de la fase luteal alcanzadas en vaquillonas de carne tratadas con J-

Synch fueron mayores que en las del grupo Convencional.

El establecimiento de la prefiez depende de la funcion Iltea, la sefializacion del
embrion y del ambiente uterino y estos factores se ven afectados, al menos en parte, por
las condiciones hormonales preovulatorias (Perry et al., 2017). En ganado de carne la
tasa de fertilizacién en general se alcanza entre el 90% y 100% (Diskin et al., 2016),
mientras que la tasa de prefiez a los 30 dias después de la IATF es generalmente de
alrededor del 50% (Bo6 et al., 2016). Esta brecha es mayor alin en el ganado lechero en
lactancia (Santos et al., 2010; Bisinotto y Santos, 2012), con la mayor proporcién de
pérdidas embrionarias que ocurren en los primeros 16 dias después de la fertilizacién
(Diskin et al., 2016). Existe evidencia reciente que indica que la duracion del proestro es
decisiva para el resultado de fertilidad, porque el estradiol preovulatorio "programa™ el
Utero en su preparacion para recibir el conceptus, modificando la morfologia celular,
secreciones y receptores de esteroides reguladores (Bridges et al., 2013). La regulacion
compleja de la expresion del receptor de estrégeno y de P4 debido al estradiol
preovulatorio y P4 secretada por el CL en el periodo de diestro temprano, puede
equilibrar la expresion de genes diana en el endometrio para regular la receptividad
uterina para el embridén en desarrollo (Binelli et al., 2014). Por esta razon, la longitud
del proestro y la concentracion preovulatoria de estradiol pueden ser determinantes para el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez en rumiantes. Durante el ciclo estral de la
vaca, el endometrio se somete a cambios dindmicos que son necesarios para la
recepcion sincronizada del embrion 4-6 dias después de la ovulacion. Estos cambios
incluyen a receptores de hormonas sexuales (Meikle et al., 2001) y otros, como factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento similar a la insulina (Sosa et al. 2010). Estos
procesos dinamicos se han relacionado con las concentraciones de P4 circulantes y las

secreciones histotroficas, que son necesarios para la supervivencia del embrion,
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elongacion y reconocimiento materno de la prefiez (Spencer et al. 2007). Ademas, las
concentraciones preovulatorias de estrogenos afectan la funcion luteal y la produccién de
P4 posterior (Perry et al., 2017).

Ademas de la prolongacion del proestro, los nuevos protocolos para IATF como el
Co-Synch de 5 dias se basaron en la disminucion de 7 a 5 dias en la permanencia del
dispositivo con P4 (como se utilizaba en el Co-Synch tradicional de 7 dias), evitando de
esta manera los efectos adversos de los foliculos persistentes sobre la fertilidad de las
vacas y vaquillonas que no ovulan a la primera GnRH (Day, 2015). A la inversa, los
protocolos basados en estradiol son altamente efectivos para inducir atresia folicular y la
aparicion de una nueva onda folicular en mas del 90% de las vacas y vaquillonas
(Moreno et al.,, 2001; B6 et al., 2012) y son econdmicamente convenientes en
comparacion con protocolos basados en GnRH. En un experimento reciente (de la Mata et
al., 2018) se comparé el protocolo J-Synch con el convencional usando 48 vaquillonas
ciclicas Hereford x Angus. Todas las vaquillonas se encontraban en la misma fase
lutea al comienzo del experimento, debido a que fueron presincronizadas con dos dosis
de PGF2a separadas por 14 dias, luego, 11 dias después de la segunda dosis de PGF2a,
se inici6 el experimento (se utilizaron dispositivos con 0,5 g de P4 en ambos grupos). Con
respecto a las tasas de prefiez, el protocolo J-Synch resulto en una mayor tasa de prefiez
a la IATF en vaquillonas de carne respecto al tratamiento convencional (Menchaca et al,
2015a; B6 et al., 2016; de la Mata et al., 2018). Estos datos son coincidentes con los
obtenidos en los experimentos de esta tesis en vaquillonas de leche. Si bien, no se ha
demostrado diferencias estadisticas de mayor prefiez en las vaquillonas Holstein en el
protocolo J-Synch respecto al convencional en el Experimento 2, se destaca que en
todas las réplicas realizadas comparando ambos protocolos, siempre se obtuvo mayor %
de prefiez en el protocolo J-Synch, por ende puede que falte ampliar el ndmero de

animales para confirmar lo detectado en las hembras de carne.

Por ende, extendiendo el periodo de proestro resulta en una mayor periodo de
crecimiento del foliculo ovulatorio dominante, lo que mejora la actividad
esteroidogénica del foliculo y las concentraciones de estrogenos (Bridges et al. 2008,
2010, 2012, 2014; Mesquita et al. 2014). Esto deberia tener un efecto positivo en el

55



establecimiento de la prefiez porque un mayor nivel de estrogenos esté relacionado con un
embrién de mas calidad y viabilidad (Larimore et al., 2015; Madsen et al., 2015).

Ademas, mayores concentraciones de P4 que se encuentran después de la
extension del proestro, sugieren un ambiente uterino mas favorable que puede acelerar el
crecimiento y la elongacién del embrion, por lo tanto, la mayor tasa de prefiez
obtenida con el protocolo J-Synch (Menchaca et al, 2015a; B6 et al., 2016; de la Mata et
al., 2018) fue probablemente asociado con un mejor ambiente uterino, mayor desarrollo
del embrion y menores pérdidas embrionarias. La mayor concentracion de P4 durante la
fase luteal temprana mejora la fertilidad, mientras que concentraciones bajas de P4 se
asocian con menores tasas de prefiez y mayores pérdidas embrionarias en el bovino
(Diskin et al., 2016; Lonergan et al., 2016). En general, las concentraciones séricas de P4
estan relacionadas con el tamafio del CL (Vasconcelos et al., 2001), principalmente
durante la fase lGtea temprana pero no después del dia 8 del ciclo estral (Mann, 2009). La
mayor concentracion de P4 fue confirmada en esta tesis para los protocolos que
prolongan el proestro (J-Synch y Co-Synch de 5 dias) respecto al tratamiento

convencional (proestro corto).

Es importante resaltar que como se ha desarrollado, la duracion del proestro
tiene implicancias en el diametro del foliculo ovulatorio, crecimiento folicular,
metabolismo y concentracion de hormonas esteroideas, ambiente uterino, desarrollo
embrionario y tasas de prefiez en los protocolos de IATF. En este sentido, el nivel de P4 de
los dispositivos 0 el momento de aplicacion de un inductor de la ovulacion no debe ser
descuidado. Utilizar un dispositivo de 0,5 o 1 g de P4 puede tener influencias
sensibles en los resultados de un protocolo de IATF, y no se debe descartar seguir
profundizando el conocimiento de los niveles de P4 que se libera de los dispositivos
segun su concentracion inicial, el peso promedio de los animales que se piensa tratar,
como asi también, se deben considerar el nivel nutricional, categoria, raza y lactacion.
Estos factores y otros, pueden modificar, por ejemplo, la hora media de ovulacion, tasa de
crecimiento y tamafio del foliculo ovulatorio, concentraciones de hormonas esteroideas
(estrogenos en la fase preovulatoria y P4 en la fase luteal subsiguiente) y por ende, la tasa

de concepcion de los tratamientos de IATF. Todo lo mencionado puede observarse en
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el Experimento 3 cuando se evalla el protocolo J-Synch utilizando los dispositivos de
0,5 0 1 g de P4 y dos momentos de aplicacion de la GnRH como inductor de la
ovulacion (a las 56 o 72 h del retiro de los DIV). En los resultados se observa que en
los tratamientos extremos: J-Synch con DIV de 1 g y la GnRH a las 56 h vs J-Synch con
DIV de 05 g y la GhRH a las 72 h aparece una interaccion con diferencias
significativas, la concentracién de P4 fue menor para el primer grupo (7,08 = 0,8 vs 9,63
+ 0,8 ng/ml, respectivamente). Esto se debe a la influencia de la mayor concentracion de
P4 del DIV (19) junto a la aplicacion mas temprana del inductor de la ovulacién (GnRH a
las 56 h), induciendo a ovular foliculos de menor tamafio e inmaduros (11,8 £ 0,4 mm) y
como consecuencia una menor produccién de P4 en la fase luteal subsiguiente. Ademas,
la tasa de prefiez fue mayor para los DIV de 0,5 g que para los de 1g (29/40: 72,5% vs
16/40: 40,0%, respectivamente, P>0,05).

La utilizacion de métodos indirectos como parches o pintura para la deteccion de
celos puede ser de utilidad en la aplicacion de una IATF. Si bien, la IATF se caracteriza
por sincronizar la ovulacion de las hembras tratadas, el uso de métodos indirectos de
deteccion de celos puede colaborar mucho con los resultados. Inclusive puede hacer
viable el uso de otras biotecnologias, como por ejemplo la utilizacion de semen sexado.
Colazo et al. (2018) demostraron en un estudio reciente en vaquillonas de carne que el
uso de parches resultdé Gtil como método indirecto de deteccion de celo cuando fueron
tratadas con el protocolo Co-Synch de 5 dias. El estudio caracterizé a las vaquillonas
mediante un control reproductivo como ciclicas (n = 1331) y aciclicas (n= 275). Las
vaquillonas ciclicas fueron inseminadas con semen sexado o convencional mientras que
las vaquillonas aciclicas fueron inseminadas sélo con semen convencional. El dia 5, en el
momento del retiro del DIV, todas las vaquillonas recibieron parches para la deteccion
indirecta del celo (Estrotect ™, USA). La respuesta promedio de celo fue del 63,8%. La
tasa de prefiez fue mayor (P<0.01) en vaquillonas ciclicas en comparacién con las
aciclicas (53,3 vs. 36,0%) y tendi6 a ser mayor (P=0.07) para el semen convencional que
para el sexado (52,3 vs. 47,6%), a pesar de que todas las vaquillonas aciclicas fueron
inseminadas con semen convencional. Las hembras que presentaron celo (parche
ausente o con mas del 50% de cambio de color) antes de la IATF tuvieron una mayor

tasa de prefiez (60,6 vs. 32,3%; P<0.01). Por otro lado, en vaquillonas ciclicas que
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no exhibieron celo, la prefiez fue menor (P <0.01) en aquellas inseminadas con semen
sexado que con semen convencional (27,8 vs. 45,9%), mientras que en las vaquillonas
que mostraron celo, la prefiez solo tendié a ser mas baja con semen sexado respecto al
convencional (P=0.08; 56,7 vs. 65,5%).

Por ende, utilizar semen sexado s6lo en aquellas vaquillonas que presentan celo
antes de la IATF y usar semen convencional en el resto de las hembras, puede
considerarse como una medida para disminuir riesgos y potenciar resultados. Ademas,
cuando se analiza la proporcion de las futuras crias al nacer cuando se combina IA con
semen sexado Yy convencional (probabilidad del sexo elegido: 90% y 50%
respectivamente) siguiendo el esquema del trabajo de Colazo et al. (2018), es probable
obtener 65 a 70% aproximado de nacimientos de crias con el sexo objetivo, lo que

seguramente resulta de un gran potencial para el rodeo.

En el protocolo J-Synch también se demostro la mayor fertilidad a la IATF
cuando en vaquillonas de carne se utilizo pintura para la deteccién de celos y fueron
inseminadas con semen convencional (de la Mata et al., 2013) o sexado (B¢ et al.,
2018). En el experimento de de la Mata (2013) el 60% de las vaquillonas manifesto celo
previo a la IATF alas 72 h, resultando la tasa de prefiez mayor (P<0,05) en las
vaquillonas que manifestaron celo (76,3%) en comparacion a las que no lo hicieron
(42,3%).

El celo se define como el periodo en el que la hembra es sexualmente receptiva
y se debe a un aumento de las concentraciones circulantes de estradiol en un momento
en que las concentraciones de P4 son bajas (Allrich, 1994). Ademas, se ha sugerido que
el crecimiento, alargamiento, supervivencia y fijacion del conceptus se ven
influenciados por la coordinacion de eventos que conducen a una disminucion de las
concentraciones de P4 y un aumento en las concentraciones de estradiol antes del inicio
del celo (Bridges et al., 2013). Ademas, se ha informado que las concentraciones de
estradiol preovulatorio tienen un impacto positivo en el desarrollo posterior de
conceptus, y se ha informado que las vacas que exhiben celo tienen una mayor longitud

del embrion en el dia 19 de gestacién en comparacion con aquellas que no muestran
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celo (Davoodi et al., 2016).

Se ha demostrado anteriormente que la aparicion de celos en los programas de
IATF esta asociada positivamente con la tasa de prefiez a la IA en animales Bos taurus
(Richardson et al., 2016) y en ganado de carne Bos taurus x Bos indicus (B6 et al., 2017), y
con el diametro del foliculo dominante en la IATF, el didmetro del CL posterior, las
concentraciones de P4 en la fase litea y la prefiez en el ganado de carne Bos indicus (Sa
Filho et al., 2011).

Mas especificamente, la madurez del foliculo puede afectar la fertilidad a través
de la preparacién del ovocito para el desarrollo del embridn, la preparacion de células
foliculares para la luteinizacion y/o la preparacion del ambiente uterino para el

establecimiento de la prefiez.

Se ha demostrado que la expresion del celo en las receptoras Bos indicus x Bos
taurus tratadas con el protocolo Ovsynch resultd en un mayor didmetro del foliculo
ovulatorio, mayor area del CL y concentraciones subsecuentes de P4 y mayor tasa de
prefiez que en aquellas que no mostraron celo (Baruselli et al., 2003). Las razones para
la mayor tasa de prefiez en las receptoras que muestran celo es que estuvieron expuestas
a concentraciones de estradiol mas altas que aquellas que fueron inducidas a ovular con
GnRH antes de mostrar el celo y las concentraciones mas altas de P4 en el momento de
la transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF).

En un estudio reciente que involucrd la TE entre vacas donantes y receptoras
inducidas para ovular un foliculo dominante grande o pequeiio con GnRH reveld
resultados interesantes (Atkins et al., 2013). Este estudio demostr6 que el didmetro
folicular no era tan importante, ya que las receptoras con foliculos grandes tenian tasas
de prefiez méas bajas, lo que indica que el estradiol producido por un nuevo foliculo
dominante en crecimiento beneficiara mas la prefiez que un foliculo grande envejecido
que ya redujo la produccion de estradiol en el momento de la ovulacién inducida por
GnRH (Bridges et al., 2014) En otro estudio, las vacas donantes y receptoras se

dividieron retrospectivamente en funcion de las concentraciones plasmaticas de
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estradiol en la owvulacion inducida (Jinks et al., 2013). En este estudio, las
concentraciones circulantes de estradiol de las vacas receptoras, no de las donantes, se
relacionaron con tasas de prefiez mas altas, lo que indica que el beneficio principal del
aumento de las concentraciones de estradiol preovulatorio estd mediado por alteraciones

en el entorno uterino de las vacas receptoras.

El posible inconveniente practico de realizar la TE solo en las receptoras que
expresan celo reduciria la proporcion de receptoras transferidas/tratadas, lo que se ha
demostrado como uno de los principales beneficios de usar programas de TETF en
receptoras en Sudamérica (B6 et al, 2002, 2012b; Baruselli et al., 2010, 2011). Sin
embargo en un estudio reciente (Cedefio et al., 2018) reporto también que las receptoras
gue mostraron celo tuvieron mas altas tasas de prefiez que aquellas que no mostraron celo,
y lo més importante fue que las receptoras que no mostraron celo tuvieron una mayor tasa
de pérdidas embrionarias/fetales entre los 30 y 60 dias, mayores pérdidas fetales entre los
60 dias y el parto y consecuentemente una menor tasa de partos. Ademas, con respecto a
los tratamientos de sincronizacion las tasas de prefiez no fueron diferentes entre el
protocolo J-Synch y el convencional, no confirmando los estudios previos en los que las

tasas de prefiez fueron 8,5% mayor con el protocolo J-Synch (Menchaca et al., 2015a).

Otro experimento fue disefiado para evaluar el efecto de la duracion del proestro
en la fertilidad de vaquillonas de carne (cruzas Angus y Angus, n = 911; Nufiez-Olivera
et al., 2016), utilizando el protocolo J-Synch con 300 Ul de eCG. Los animales fueron
asignados en tres grupos para recibir la GhRH y la IATF a las 48, 60 o 72 h. El diametro
del foliculo més grande (medido por ultrasonografia) y la expresiéon del celo usando
pintura en la base de la cola se registraron en un subconjunto de vaquillonas (n = 525)
en el momento de la IATF. El foliculo de mayor tamafio registrado fue mas pequefio en
promedio (P<0.05) cuando se realizd GnRH / IATF a las 48 h en comparacion con las
60 0 72 h. Ademas, mas vaquillonas tendieron a mostrar celo a las 72 h (P <0.1) que a
las 48 o 60 h. Aunque la tasa de prefiez general tendi6 a ser mayor (P <0.1) en
vaquillonas inseminadas a las 72 h que a las 48 o 60 h, la tasa de prefiez fue
significativamente mayor (P <0.05) entre vaquillonas ciclicas (es decir, con CL en el
Dia 0) en aquellas IATF a las 72 h que en aquellas IATF a las 48 o 60 h. En las
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vaquillonas no ciclicas, la tasa de prefiez no difirié entre los grupos (58,9%, 247/419).
Entre las vaquillonas que mostraron celo en el momento de la IATF, la tasa prefiez fue
mayor (P<0.05) en aquellas IATF a las 72 h (70.1%, 96/137) que en aquellas IATF a
las 60 h (56.7%, 68/120; P <0.05), mientras que a las 48 h fue intermedio (63.9%,
78/122).

Se propuso que las vaquillonas que manifiestan celo antes podrian ser
inseminadas antes sin afectar la tasa de prefiez, pero fue necesario poder determinar el
tiempo Optimo para la IATF en aquellas que no muestran celo. Para responder a esta
pregunta, 1.283 vaquillonas cruzas Angus y Hereford fueron tratadas con el protocolo J-
Synch y todas las vaquillonas fueron pintadas en la base de la cola durante el retiro del
DIV. Las vaquillonas recibieron GnRH y la IATF a las 60 o 72 h, independientemente
de la eliminacion de la pintura (B6 et al., 2018). La tasa de prefiez fue mayor en aquellas
que mostraron celo antes de la IATF que en aquellas que no lo hicieron
independientemente del tiempo de inseminacion (53,6%, 542/1.012 vs 45,0%, 122/271,
respectivamente, P <0.05). La tasa de prefiez en vaquillonas que estaban en celo a las 60
h fue similar si la GnRH y la IATF se realizaron a las 60 o 72 h. Sin embargo, en
aquellas que no mostraron celo, la tasa de prefiez fue mayor cuando la GnRH y la IATF
se realizaron a las 72 h (52%, 45/143) que a las 60 h (37%, 47/128). La consecuencia
practica de este resultado es que cuando los rebafios grandes estan sincronizados (es
decir, 400 a 500 cabezas), el DIV se puede retirar en la tarde del dia 6 y la IATF
comienza a las 60 h (dia 9 AM) en todas las vaquillonas con pintura alterada; aquellas
con la pintura intacta podrian separarse para recibir GnRH y la IATF en la tarde del dia 9
(es decir, alrededor o después de las 72 h).

B6 et al. (2018) evaluaron la necesidad de administrar GnRH en aquellas
vaquillonas que ya habian mostrado celo antes de la IATF. Se realizd un experimento
con 1879 vaquillonas Angus que fueron tratadas de manera similar al estudio anterior.
Todas las vaquillas que mostraron celo a las 60 h (85%, 1594/1879) fueron IATF en ese
momento, pero la GnRH se administr6 a solo la mitad. Las vaquillonas que no
mostraron celo a las 60 h recibieron GhRH y la IATF a las 72 h. La tasa de prefiez en

las vaquillonas que habian manifestado celo a las 60 h no difiri6 si recibieron o no
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GnRH (56,2% 451/802 vs 58,6% 464/792, respectivamente), pero la tasa de prefiez fue
mayor en aguellas que no mostraron celo a las 60 h y recibieron GnRH y la IATF a las
72 h (40,4%, 115/285; P <0.05). Por lo tanto, con el uso de pintura en la base de la cola,
el costo del tratamiento podria reducirse al administrar GhnRH a solo el 25-30% de las

vaquillonas que no muestran celo.

En el Experimento 5 no hubo diferencias en la tasa de prefiez en vaquillonas de
leche cuando fueron tratadas con J-Synch e inseminadas con semen sexado (con
deteccion de celo) o semen convencional (sin deteccion de celo e IATF a las 72 h). En
el grupo Sexado, 72% de las vaquillonas fueron inseminadas a las 72 h, mientras que
16% y 8% de las vaquillonas fueron inseminadas a las 96 h y 120 h respectivamente. El
4% de las vaquillonas de este grupo no tuvieron signos de celo (permanecieron
pintadas) y no fueron inseminadas. Este resultado puede explicarse debido a que los
animales que manifiestan celo antes de ser IATF resultan en mayores tasas de prefiez
debido a la mayor concentracion sérica de estradiol preovulatorio, mayor diametro
folicular, mayor tasa ovulatoria y por tanto desarrollaron un CL con mayor capacidad
secretoria de progesterona durante la fase luteal (Perry et al., 2005; 2007; Sa Filho et
al., 2011). Esto ademas se relaciona con una mejor calidad y estadio embrionario y con
un nimero mayor de espermatozoides accesorios en la fecundaciéon (Larimore, et al.,
2015). ElI momento de inseminacion en las vaquillonas pudo haber jugado un rol
importante cuando los animales fueron IA a celo detectado. La ovulacion en las vacas
normalmente ocurre a las 24 y 32 h del inicio del estro (Trimberger, 1948; Walker et al.,
1996). Luego de la ovulacion el ovocito tiene un periodo corto para ser fecundado. La
viabilidad media de los espermatozoides en el tracto genital de la hembra se estima
entre 24 y 30 h (Trimberger, 1948). El periodo 6ptimo de inseminacién con semen
sexado esta entre las 16 y 24 del inicio del celo. En los animales inseminados a celo
detectado con semen sexado pudo potenciar los resultados logrando un momento

Optimo de inseminacion.

El uso del semen sexado ha despertado un gran interés en la inseminacion de
vaquillonas lecheras en los ultimos 20 afios; sin embargo, el uso generalizado del semen

sexado fue algo limitado debido a que la fertilidad se vio comprometida, especialmente
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con la IATF (DeJarnette et al., 2011). Sin embargo, se mejord el procedimiento de
clasificacion y se lanzd un nuevo producto llamado SexedULTRA, con la opcion de
aumentar el nimero de espermatozoides de 2,1 x 10° a 4 x 10° espermatozoides por
pajuela (Vishwanath, 2015).

Se disefiaron una serie de experimentos recientes para determinar la tasa de prefiez
usando modificaciones de los protocolos existentes basados en estradiol y P4 para el semen
sexado. Se realizaron dos experimentos con vacas Nelore lactando que recibieron el
protocolo convencional para IATF de la siguiente manera: DIV de P4 y 2 mg de BE el dia
0, retiro del DIV, PGF2a, 300 UI de eCG y 1 mg de CPE el dia 8 y la IATF a las 60 h
después del retiro del DIV (Baruselli et al., 2017). En el primer experimento, 796 vacas
fueron 1A con semen sexado (seleccionado por hembra) y semen convencional (no
sexado) de tres toros Nelore diferentes. Los grupos experimentales fueron: 1) semen
convencional con 20 x 10° de espermatozoides por dosis; 2) Semen Legacy (método
previo de sexado), semen sexado con 2,1x10° de espermatozoides por dosis; 3)
SexedULTRA con 2,1 x 10° de espermatozoides por dosis y 4) SexedULTRA 4.0, semen
sexado con 4,0 x 10° de espermatozoides por dosis. No se detectaron diferencias entre los
toros (P = 0.15). Aunque la tasa de prefiez fue mayor (P<0.05) en el grupo de semen
convencional (56%, 112/199), las vacas en el grupo SexedULTRA 4.0 tuvieron mayor tasa
de prefiez (43%, 86/200) que aquellas en el grupo Legacy 2.1 (28%, 58/206). En las vacas
inseminadas con sexedULTRA 2.1, la tasa de prefiez fue intermedia (38%, 72/191) y no

diferente de los otros grupos inseminados con semen sexado.

En un segundo experimento, 613 vacas fueron tratadas como en el primer

experimento e inseminadas con semen de tres toros Angus. Los grupos experimentales

fueron 1) semen convencional (no sexado, 20 x 10 6 e espermatozoides); 2)
SexedULTRA 4.0 y 3) SexedULTRA Pure 4.0 (se extrajeron los espermatozoides
muertos). Un subgrupo de 431 vacas se pint6 en la base de la cola para la determinacién
del celo en el momento de la IATF. La tasa de prefiez entre los toros no fue diferente (P =
0.12). En general la tasa de prefiez no fue diferente entre los grupos (semen convencional:
51,2%, 107/209; SexedULTRA 4.0: 42,0%, 84/200 y SexedULTRA Pure 43,1%, 88/204,;

P=0.10; Baruselli et al., 2017) Ademas, en el subgrupo de animales
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en el que se registré el celo hubo una interaccion significativa entre el tipo de semen y
la expresion del celo (P<0.01). En las vacas que mostraron celo, la tasa de prefiez no fue
diferente entre las vacas inseminadas con semen sexado 0 no sexado. Por el contrario, en
vacas que no mostraron celo la tasa de prefiez fue mayor (P<0.05) para el grupo IA con
semen convencional respecto al grupo inseminado con SexedULTRA Pure, mientras que
la tasa de prefiez del grupo inseminado con SexedULTRA 4.0 fue intermedio y no

diferente de los otros dos grupos.

Se llevo a cabo otro estudio para evaluar la tasa de prefiez en vaquillonas
tratadas con el protocolo J-Synch e 1A con semen SexedULTRA (B¢ et al., 2018).
Las vaquillonas de carne mestiza Angus y Angus (n=850) se trataron con el
protocolo J-Synch con 300 IU de eCG en el retiro del DIV (Dia 6) y se pintaron en la
base de la cola para determinar la presencia de celos. Las vaquillonas con la pintura
alterada a las 60 o 72 h después de la extraccion del DIV se subdividieron
aleatoriamente en dos subgrupos para ser inseminadas a las 72 h con semen sexado
(hembra) de SextraULTRA 4.0 o con semen convencional (no sexado) de los mismos
cuatro toros Angus. Las vaquillonas que no mostraron celo a las 72 h recibieron GnRH
en ese momento y fueron inseminadas a las 84 h con los mismos dos tipos de semen.
72.7% (618/850) de las vaquillonas mostraron celo a las 60 y 72 h, la tasa de prefiez
general fue del 54,0% (459/850) independientemente de la expresiéon de celo. Hubo un
efecto significativo (P <0.01) del tipo de semen, el tiempo de 1A y de toro en la tasa de
prefiez, pero no interacciones. La tasa de prefiez fue del 64,1% (223/348) para las
vaquillonas en celo a las 60 h e inseminadas a las 72 h, 51,8% (140/270) para aquellas
en celo e inseminadas a las 72 h, y de 40,9% (95/232) para aquellas que no estaban en
celo a las 72 h y fueron inseminadas a las 84 h después del retiro del DIV. En cuanto a
los toros, la tasa de prefiez vario de 40,5% a 67,8% con semen convencional y de 26,5%
a 59,3% con semen SexedULTRA. En resumen, los protocolos disefiados para IATF en

vacas y vaquillonas se pueden adaptar para IA con semen sexado.

Aunque, la tasa de prefiez es menor que aquella obtenida con semen
convencional, retrasar el tiempo de 1A o limitar la IA a aquellos animales que muestran

celo resultaria en tasas de prefiez entre el 40 y 50% o incluso mas (Bo et al., 2018).
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En resumen, el protocolo J-Synch ha mostrado tener buenos resultados en las
tasas de prefiez en la IATF, ademas de su practicidad de aplicacién. Un protocolo como
el J-Synch, que sélo requiere tres encierres de los animales, sin dudas que se convierte
de gran interés por profesionales y ganaderos para su aplicacion en rodeos comerciales
de carne y leche. A pesar que las diferencias no son significativas en nuestros trabajos
con respecto al tratamiento convencional, las tasas de prefiez con el protocolo J-Synch
han sido mayores que el convencional en todas las réplicas realizadas. Trabajos
recientes realizados en razas de carne con el protocolo J-Synch, la tasa de prefiez fue
mayor respecto al protocolo tradicional (B6 et al., 2016, de la Mata et al., 2018). Es
importante poder determinar con nuevos estudios, si estos resultados son repetibles en

ganado de leche.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los resultados de esta esta tesis permiten concluir, que si bien la hipdtesis no se
ha confirmado, puede mencionarse que en todas las réplicas de tratamientos de IATF
que formaron parte de esta tesis, los protocolos que permiten un proestro prolongado
(Co-Synch de 5 dias y J-Synch) mostraron resultados superiores en la tasa de prefiez

respecto al tratamiento Convencional.

Ademas, los resultados de los diferentes experimentos de esta tesis permitieron

llegar a las siguientes conclusiones especificas:

La duracién del proestro (intervalo de la remocion del DIV hasta la ovulacion)
son mayores en las vaquillonas tratadas con el protocolo J-Synch y Co-Synch de 5 dias

que las que recibieron el tratamiento Convencional (en 21 y 14 h, respectivamente).

El tamafio del foliculo preovulatorio es mayor para el grupo Co-Synch de 5 dias

respecto a los grupos J-Synch y Convencional.

Las tasas de prefiez obtenidas al utilizar los protocolos que prolongan el proestro no
difieren de las obtenidas con el protocolo Convencional. Sin embrago, se destaca que en
todas las réplicas realizadas, el protocolo J-Synch obtuvo valores absolutos superiores
en tasas de prefiez que el protocolo Convencional. Ademas, se observé una tendencia a
favor del grupo J-Synch respecto al grupo Convencional en las vaquillonas que resultaron
prefiadas respecto a las ovuladas (P<0.09). El grupo Co-Synch de 5 dias resultd

intermedio.

La concentracion de progesterona es mayor en las vaquillonas que recibieron los
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protocolos que permiten un proestro prolongado (Co-Synch de 5 dias y J-Synch) respecto al

protocolo Convencional (proestro corto) en la fase luteal subsiguiente.

Para el protocolo J-Synch la hora de ovulacion ocurre en promedio 7 h antes
cuando la GnRH se aplicé a las 56 h respecto a las 72 h. El didmetro del foliculo
ovulatorio es menor para el grupo DIV 1 g y GnRH 56 h y tiene menor concentracion

de P4 a los 11 dias de ocurrida las ovulaciones.

La tasa de prefiez es mayor para los animales tratados con el protocolo J-Synch y
que recibieron el DIV 0,5 g respecto a los animales que recibieron el DIV 1 g. A su vez,
la concentracion de P4 en la fase luteal subsiguiente, es mayor para los animales
tratados con el DIV de 0,5 g.

El tratamiento J-Synch es eficiente para sincronizar la ovulacion de vaquillonas
de leche. Ademas, el protocolo J-Synch, logro tasas de prefiez aceptables en vaquillonas
IA con semen sexado, combinando la deteccion de celos por observacion de pintura

luego del retiro del DIV.

La deteccidn de celos en el protocolo J-Synch es una alternativa para lograr tasas
de prefiez con semen sexado semejantes a las obtenidas mediante la IATF (sin deteccion

de celos) con semen convencional.
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