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Resumen

Tasa de prefiez en vacas Holstein aplicando doble inseminacion artificial con
semen sexado 0 convencional sujetas a estrés por calor.
Lucia Monserrat Trevifio Ruiz
Maestro en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro
Miguel Angel Mellado Bosque

-director de tesis-

El objetivo de este estudio retrospectivo fue analizar la tasa de prefiez por
inseminacién artificial (P/1A) en vacas Holstein haciendo una segunda inseminacion 12 h
después de la primera aplicacion para aumentar la fertilidad. Se registraron datos de enero
de 2015 a diciembre de 2021, comparando una IA simple (n =50,285) contra IA doble (n=
4,392); vacas primiparas recibieron inseminacion con semen sexado o convencional y
vacas pluriparas solamente semen convencional. Ademas, se hizo un analisis de la relacion
entre el indice de temperatura-humedad (ITH) al momento de la primera 1Ay la fertilidad
de las vacas. Las vacas que recibieron doble inseminacion en su zona de confort (ITH
<68) fue mayor (p <0.05) que las vacas que recibieron una sola IA (42.9% vs. 36.4%). La
P/IA en vacas que recibieron doble IA con con estrés por calor severo (ITH >82) fue
mayor (p < 0.05) que las vacas que recibieron una sola 1A (21.0% vs. 12.6%).
Independientemente del nivel de estrés por calor, aplicar la primera 1A en la mafiana
aumentd (p < 0.05) la P/IA en vacas con doble IA en comparacién a la primera IA en la
tarde (38.4 vs. 33.3%). Con estrés por calor moderado y semen sexado, la P/IA fue mayor
(65.0 vs. 51.9%; p < 0.05) en vacas que recibieron doble IA que las que recibieron un solo
servicio. Se concluy6 que la doble 1A mejora la fertilidad en vacas en comparacion con
una sola IA, particularmente cuando las vacas estan sujetas a estrés por calor al momento

del primer servicio.

Palabras clave: Inseminacion artificial, Doble inseminacion, Fertilidad, Estrés por

calor, Ovsynch
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Abstract

Conception rate in Holstein using two doses of conventional or sexed semen on
the cows in a hot environment.
Lucia Monserrat Trevifio Ruiz presenta
Master degree in Animal Science
Autonomous Agrarian University Antonio Narro,
Miguel Angel Mellado Bosque

-Adviser-

The objective of ITHs study was to analyze the pregnancy rate per artificial
insemination (P/IA) in Holstein cows using Ovsynch protocol making a second
insemination 12 h apart to increase the fertility. Data was recorded from January 2015 to
December 2021, comparing 1A single (n=50285) vs double (n=4392), nulliparous heifers
was inseminated with either sex-sorted or conventional semen and pluriparous only
conventional semen. Also, ITHs study aimed to investigate the relationship between
temperature-humidity index (ITH) and time of the first Al and fertility. Fertility of cows
receiving two Al with normothermia (ITH < 68) was higher (p < 0.05) than cows receiving
asingle Al (42.9% vs. 36.4%). P/Al of cows receiving two Al with severe heat stress (ITH
> 85) was higher (p < 0.05) than cows receiving a single Al (21.0% vs. 12.6%). Regardless
of heat stress conditions, applying the first Al in the morning increased (p < 0.05) P/Al in
cows with double Al than in cows whose first Al occurred in the afternoon (38.4 vs.
33.3%). With moderate heat stress, and sexed-sorted semen, P/Al to timed Al was higher
(65.0 vs. 51.9%; p < 0.05) in heifers receiving double Al than those serviced once. It was
concluded that double Al, 12 h apart, enhanced fertility at timed Al than herd mates with

a single Al, particularly with heat stress at breeding.

Keywords: Artificial insemination, Double insemination, Fertility, Heat stress,

Ovsynch
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INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la industria lechera es optimizar los recursos
econdmicos, buscando métodos para mejorar la tasa de prefiez de las vacas, sin embargo,
en los establos lecheros de la Comarca Lagunera se encuentra lejos de alcanzar las metas

reproductivas debido a los efectos del estrés por calor (Mellado et al., 2012).

El estrés por calor es un gran desafio para lograr las demandas de lactancia y
crecimiento. En vacas Holstein se considera que un indice de temperatura-humedad (ITH)
< 68 corresponde a la zona de confort, de 68 a 74 los animales empezaran a tener signos
leves de estrés por calor, y un ITH > 75 provoca disminuciones drésticas en el rendimiento

productivo (Sammad, et al., 2020a).

Las respuestas al estrés por calor por encima de la zona de confort incluyen
problemas de alimentacion, aumento de la tasa de respiracion, jadeo, sudoracion,
busqueda de sombra, ingestion de agua frecuente, vasodilatacion, disminucién en

produccion de leche y problemas reproductivos (Roth, 2020; Sammad, et al., 2020b).

En los programas reproductivos, la regla AM-PM para la inseminacién artificial
(IA) continua utilizdndose. Sin embargo, se han hecho intentos para refinar esta regla,
como la 1A con la presencia de moco vaginal claro en la IA (Mellado et al., 2015), la hora
del dia en que las vacas son inseminadas, extenderse en los dias después del parto para la
primera IA (Gernand et al., 2019) y el aumento de actividad de las vacas (Holman et al.,
2011; Bijker et al., 2015), pero en general, estas practicas de manejo no han resultado en

un mejor comportamiento reproductivo.

Una IA después de la ovulacion produce un embrién de mala calidad debido a que
el ovocito envejece (Brackett et al., 1980), ademas, los espermatozoides también se

deterioran si el servicio de IA se realiza después de la ovulacion (Saacke , 2008).

Ademas, aunque el intervalo desde el inicio del estro hasta la ovulacion es
aproximadamente 28 h, existe una gran variabilidad (desviaciones estandar de 5 a 6 h)
(Diskin, 2018).

Por lo anterior, el uso de la regla tradicional AM-PM puede no proporcionar la

mejor tasa de prefiez porque algunas vacas probablemente tendran demasiado tiempo



después del inicio del estro, y las posibilidades de fertilizacion pueden reducirse (LeRoy
etal., 2018).

Por lo tanto, dos IA podria aumentar la taza de prefiez al mejorar la migracion de
espermatozoides al dvulo, mantener los espermatozoides activos durante el tiempo entre
la 1A y la ovulacion, disminuir la temperatura en el Utero y seleccionar los

espermatozoides mas aptos para la fertilizacion (Lopez-Gatius, 2000).

Hipotesis
Habra un aumento de la tasa de prefiez por inseminacion artificial usando el
protocolo de Ovsynch en vacas Holstein independientemente si se aplicara semen sexado

o convencional al realizar una doble inseminacion con un intervalo de 12 h, incluso en

dias de intenso calor.

Objetivo

Evaluar de manera retrospectiva el efecto que se tiene sobre la tasa de prefiez al
inseminar vacas y novillas Holstein una o dos veces (con 12 horas de diferencia) con

semen sexado o convencional con diferentes niveles de estrés por calor.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del manejo en la reproduccion para la produccién de leche

El manejo reproductivo es fundamental para la toma decisiones dentro del sistema
de produccion lechero, descuidar la eficiencia reproductiva repercutira directamente en

los pardmetros econdmicos del establo (Kuhn et al., 2006).

Los pardmetros que se deben de tomar en cuenta para el manejo de la reproduccion
son la fertilidad, el intervalo entre partos, los dias abiertos, deteccion de calores, el primer
servicio después del parto (Bijker et al., 2015), con una meta de que las novillas tengan
su primer parto a los 24 meses de edad y de ahi en adelante, una cria cada 12 meses
logrando que las vacas conciban con menos de dos inseminaciones por lactancia (Cordova
et al., 2005).

Hay factores que afectan directamente el porcentaje de prefiez por inseminacion
artificial (P/IA) como lo son las condiciones climéticas en las que se encuentran los
animales, el tipo de semen que se usa (sexado o convencional), enfermedades al parto,

condicion corporal (Mellado et al., 2013).

Las vacas lecheras modernas han sido seleccionadas para una alta produccion de
leche en la lactancia temprana que se asocia con una capacidad muy alta para movilizar
las reservas corporales durante este periodo. En un estudio de Tamminga et al. (1997) con
5 unidades de produccién utilizando 295 vacas, mostré que estas pueden producir tanto
como entre 120 y 550 kg de leche de reservas corporales sobre la base de energia
(promedio de 324 kg). La maxima movilizacion en 8 semanas ascendi6 a 41.6 kg de peso
corporal vacio, 30.9 kg de grasa y 4.6 kg de proteina. La mayoria de las vacas pueden
hacer frente con esta carga metabolica que se define como: “el total de carga energética
impuesta por la sintesis y secrecion de leche, que puede satisfacerse mediante la
movilizacion de las reservas corporales” (Knight, 1999). Sin embargo, el estrés
metabolico se define como “la cantidad de carga metabdlica que no puede ser sostenida
por esta movilizaciéon, que conduce a la regulacion a la baja de algunos procesos
energeticos, incluidos los que mantienen la salud general’. Por lo tanto, la 'sobre'
movilizacién de reservas corporales durante el periodo de balance negativo de energia

(BNE) es un factor clave para la susceptibilidad a enfermedades en el ganado lechero



moderno. Ademas, el balance energético post parto, la pérdida de condicidn corporal antes
del parto también tiene consecuencias para el estado metabolico y la fertilidad de las vacas
(Crowe et al., 2018). Contrarrestar los mecanismos relacionados con el BNE, ayuda a
tener una fertilidad exitosa y evita problemas con las primeras lactancias (Garnswortthy
etal., 2008).

El sistema reproductivo estd influenciado por multiples hormonas que también
estan involucradas en lograr una alta produccion de leche (por ejemplo la hormona del
crecimiento, GH, factor de crecimiento similar a la insulina I, IGF-1 y leptina), solo la
insulina responde a los cambios en la composicién de la racion (Gong et al., 2002). Los
foliculos ovaricos contienen receptores de insulina y las vacas con niveles mas bajos de
insulina periférica en el periodo posparto inmediato sufren un retraso en la reanudacion
ovarica posparto y ciclicidad normal, entre otros, por un mayor riesgo de padecer quistes
ovaricos (Vanholder et al., 2005). Por lo tanto, las dietas glucogénicas se han
recomendado en el periodo posparto con el objeto de mejorar las concentraciones de
insulina periférica y promover la reanudacion de la actividad ovarica normal (Gong et al.,
2002). Sin embargo, se ha demostrado que la insulina tiene efectos perjudiciales sobre la
competencia de los ovocitos y los embriones (Fouladi-Nashta et al., 2005) y que estimula
el catabolismo enzimatico de la progesterona (P4) en el higado (Lemley et al., 2008). Esto
ultimo sugiere que las dietas glucogénicas solo son ventajosas cuando se ofrecen en el

periodo posparto inmediato y evitarse cuando las vacas son inseminadas.

Numerosos factores de crecimiento (insulina e IGF1) y metabolitos (glucosa)
influyen en la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) de las
neuronas hipotaldamicas (Sinclair y Webb, 2005) y tanto la hormona foliculo estimulante
(FSH) como la hormona luteinizante (LH) se liberan desde la parte anterior de pituitaria
en respuesta a GnRH (Wolfenson et al., 2004). FSH estimula el reclutamiento de foliculos
y el crecimiento temprano de foliculos, mientras que se requiere LH pulséatil para el
crecimiento continuo y el desarrollo del foliculo ovulatorio dominante. Butler (2003)
encontré que el BNE esta fuertemente asociado con niveles bajos de glucosa en sangre,
insulina e IGF1 y al mismo tiempo se reduce la frecuencia del pulso de esta hormona.
Precursores glucogénicos (suplemento de almidén) no influyo en las concentraciones de

FSH en vacas que no pastorean (Gong et al., 2002). Butler et al. (2006) mostré que mono-



propylen glycol en vacas que no pastorean no tuvo efecto sobre las caracteristicas de la
secrecion de LH.

Inseminacion artificial (1A)

La IA es latécnica por la cual se introduce el semen del toro mecanicamente dentro
del utero de las vacas durante el periodo preovulatorio (Foote, 2002). La primera IA la
hizo el investigador Lazaro Spallanzini en 1779 al fecundar una perra con material seminal
y logar una camada normal (Giraldo, 2019). En México se empez0 a utilizar esta técnica
a finales de los afios 50’s y a mediados de 1960 de us6é manera comercial por el Instituto

Nacional de Inseminacion Artificial y Reproduccion Animal (Duarte, 2019).

Tradicionalmente, la 1A se maneja con el sistema AM-PM y PM-AM, el cual
consiste en que las vacas que sean vistas en estro (celo) en la mafiana, deben de ser
inseminadas durante la tarde del mismo dia, (aproximadamente 12h después) y las vacas
detectadas por la tarde, deben de ser inseminadas en la mafana del dia siguiente
(Marizancén y Artunduaga, 2017).

Sin embargo, Graves et al. (1997) en su estudio no encontraron diferencias en la
tasa de prefiez en vacas Jersey que fueron inseminadas segun la regla AM-PM y vacas que

se observaron en celo por la mafiana inseminadas en ese mismo momento.

Se han publicado informes que muestran que algunos toros se desempefian mejor
en escenarios de 1A a tiempo fijo que otros (Hiers et al., 2003). Esto deberia estimular a
los administradores y veterinarios a analizar los datos de fertilidad de su hato en relacion
con el uso de toros especificos. Por otro lado, alin se desconoce si de esta forma
estimulamos la seleccidn hacia animales que se adaptan mejor a protocolos especificos de

tiempo fijo en lugar de estimular la seleccién hacia una mayor fertilidad.

Otro factor que contribuye es el sitio de deposicion del semen. Aungue
generalmente se acepta que el cuerpo uterino es el sitio adecuado para la deposicion de
semen, en un experimento que utilizo radiografia de contraste para evaluar la precision de
los inseminadores profesionales, la deposicion de semen en el cuerpo uterino tuvo éxito
solo en el 39% de los intentos, mientras que en el 25% de los casos, el semen se depositd
en el cuello uterino (Peters et al., 1984). Si bien varios estudios observaron una mejora de

la fertilidad en respuesta a la reproduccion de cuernos (inseminacion bicornual profunda



en la que la dosis de inseminacion completa se dividia entre ambos cuernos uterinos
después de un examen de ultrasonido anterior para detectar el sitio del foliculo ovulatorio
para permitir la inseminacion ipsilateral), la mayoria de los estudios comparativos no
indicaron diferencias en tasas de prefiez (Lopez-Gatius, 2000). Recientemente, se
desarroll6 un nuevo dispositivo que facilita significativamente la inseminacion
intrauterina profunda (Verberckmoes et al., 2004), aunque los autores no pudieron
demostrar mejores resultados de prefiez con este dispositivo en comparacion con la
inseminacidn convencional en el cuerpo uterino (Verberckmoes et al., 2005). DeJarnette
et al. (2004) mencionaron que la principal preocupacion es garantizar que la deposicion
de semen se realice cranealmente en el orificio cervical interno. Cabe destacar en este
contexto el articulo de Lopez-Gatius y Hunter (2011) en el que los autores informan sobre
la inseminacién intrafolicular exitosa en vacas reproductoras repetidas bajo estrés por

calor.

Actualmente, la mayor parte del semen de toro se congela en pajillas francesas de
0.25 0 0.50 ml y se almacena en nitrogeno liquido a -196 °C. Ademas de facilitar el
envasado, etiquetado, almacenamiento y transporte del semen, las pajillas también
facilitan un control mas uniforme de la congelacion y descongelacion, lo que en ultima
instancia conduce a una mejor recuperacion de los espermatozoides después de la
descongelacion. Sin embargo, una gran desventaja de las pajillas es su vulnerabilidad al
mal manejo, en particular las pajillas de 0.25 ml, que son las mas populares en Europa y
Canada. Las pajillas de 0.25 ml tienen una gran relacion superficie-volumen, en
comparacion con las pajillas de 0.5 ml, lo que las hace vulnerables a las répidas
fluctuaciones de temperatura. Seidel (2011) recomend6 que 3 segundos sea el tiempo
maximo para mover pajillas de 0.25 ml de un tanque de nitrégeno liquido a otro sin dafiar

los espermatozoides y de manera similar para mover del tanque al baso de descongelacion.

La descongelacion del semen congelado debe realizarse a maxima velocidad. La
descongelacion rapida disminuye los efectos nocivos de la recristalizacion y rehidratacién
del agua, evitando asi dafios en la membrana y el citoplasma del esperma. La zona de

temperatura critica para la formacion de cristales de hielo esta entre ~—50 °C y ~0 °C. La



répida progresion a través de esta zona de temperatura significa que el semen cambia de
estado vitreo a liquido y los cristales de hielo no tienen tiempo suficiente para formarse.
Se han realizado numerosos estudios para determinar la tasa de descongelacion que
proporciona el mayor porcentaje de espermatozoides viables después de la descongelacion
(Correa et al., 1996). En algunos estudios, las temperaturas de descongelacién de hasta 60
°C a 80 °C durante 6 a 7 segundos mejoraron la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides después de la descongelacion (Lyashenko, 2015). Sin embargo, la
duracion de la exposicion a una temperatura tan alta es de vital importancia y parece haber
muy poco margen de error a diferencia de la situacion en la que las pajillas se descongelan

a temperaturas mas bajas.

Ventajas de la inseminacion artificial

La IA ofrece principalmente un evidente mejoramiento genético dentro de los
hatos generando un impacto en la mejora de los indices de produccion lechera (Huanca,
2001), esto debido a que esta técnica permite buscar y utilizar semen de toros altamente
productivos que no estan dentro del hato de los vientres, ademas de que la 1A permite que
los machos produzcan més descendencia, sin la necesidad de mas machos. Por lo tanto,
uno puede elegir sélo los mejores toros para usarlos como padres, aumentando la
intensidad de seleccion. Ademas, debido a que los machos pueden tener mas
descendencia, su descendencia se puede utilizar en una prueba de progenie para evaluar

con mayor precision el valor genético de los toros (Mulu et al., 2018).

Otras ventajas son el control de enfermedades transmisibles por la monta,
reduccion de problemas al parto en novillas a través del uso de toros con facilidades de
parto, al usar semen sexado se incrementa la posibilidad de crias hembras (Marizancén y
Artunduaga, 2017).

Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF)

A diferencia de la IA el cual se maneja a celo detectado, la IATF es un protocolo

que a través del uso de hormonas se tiene un tiempo de proceso de inseminacién, es decir



que se debe de tomar en cuenta las horas de la aplicacion de las hormonas para la
inseminacién en tiempos exactos (Marizancén y Artunduanda, 2017).

Hay una gran variedad de productos y protocolos para hacer una sincronizacion de
celos, los cuales varian en el precio, combinaciones y tiempos en la aplicacion de
hormonas. Los protocolos para IATF se pueden dividir en los protocolos de tipo Ovsynch
que utilizan la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y protocolos que utilizan
compuestos de estradiol (E2) mas tratamiento con progesterona (protocolos E2/P4).
Independientemente de las combinaciones hormonales, los objetivos fisiologicos siempre
son sincronizar la emergencia de una nueva onda folicular para inducir el recambio de
foliculos en la onda folicular actual. La P4 circulante se mantiene elevada durante el

desarrollo de la nueva onda folicular preovulatoria (Cardoso Consentini et al., 2021).

Los programas de IATF como el protocolo Ovsynch utilizan una combinacién de
GnRH y PGF2a para controlar el momento de la ovulacion (Pursley et al., 1995). Estos
programas de sincronizacion han sido adoptados en diferentes grados por la mayoria de
las granjas lecheras de USA (Caraviello et al., 2006). Los protocolos de sincronizacion
para IATF haran que la mayoria de las vacas ovulen sincronicamente dentro de una
ventana corta de 8 a 12 h (Pursley et al., 1995), haciendo que el momento de la ovulacion
sea mas predecible y creando una oportunidad para mejorar la IA. intervalos de ovulacion

en relacion con la IA realizada después de la deteccion del estro.

El momento 6ptimo en el que debe tener lugar la inseminacion en relacion con la
ovulacion parece depender de la vida util fértil de los espermatozoides y la vida Gtil viable
del ovocito en el tracto genital de la vaca después de la ovulacion (Roelofs et al., 2006;
Hockey et al., 2010). En consecuencia, si la IA se lleva a cabo a intervalos prolongados
antes de la ovulacion, los toros con una mejor calidad del semen probablemente tendran
menos probabilidades de tener concepciones reducidas debido a su mayor vida Gtil de las
células espermaticas en comparacion con los espermatozoides de toros con una vida mas
corta en el tracto femenino (Hockey et al., 2010). En consecuencia, asumiendo la variacion
en los rasgos de calidad del semen de diferentes toros y la posibilidad de controlar con

precision el momento de la ovulacién con protocolos de 1A a tiempo fijo, es razonable



suponer que algunos toros de servicio pueden producir resultados de P/IA que pueden
diferir si la 1A se realiza después EAI o siguiendo programas IATF.

Hormonas utilizadas para la sincronizacion de celos

GnRH: Induce la liberacion de hormonas como FSH y LH, las cuales son

indispensables para del desarrollo folicular.

Progestadgenos: Son implantes de liberacion lenta que sirven para mantener el

periodo de cuerpo lateo y controlar la ovulacidn hasta que se retire.

Prostaglandinas PGF: Su funcion principal es destruir el cuerpo lateo y terminar
con la fase lutea. De 50 a 70% de los animales presentaran celo y ovulacion a los 6 dias
siguiente de la aplicacién de PGF.

Estrogenos: se aplica benzoato de estradiol a razén de 2 mg al inicio del protocolo

de IATF provocando una nueva oleada folicular.

Gonadotropina coridnica equina: Se aplica al retirar los dispositivos de P4, y este
actta estimulando la FSH y LH para estabilizar la ovulacion, favoreciendo el crecimiento

del foliculo dominante.
Protocolo de Ovsynch

Los foliculos, durante su crecimiento y hasta alcanzar el tamafio de alrededor de 9
mm, se vuelven sensibles a la hormona luteinizante (LH) y como consecuencia es posible
acelerar su maduracién mediante la inyeccién de hormonas exdgenas (Yanis et al., 2004).
Se pueden utilizar caso por caso, segun el resultado del examen ginecoldgico, o en
aplicacion directa, asumiendo una etapa de desarrollo similar de foliculos en todas las
vacas. Ovsynch es un ejemplo de tal protocolo de inyeccion, y conduce a la igualacion del
desarrollo del foliculo en los ovarios, provoca la ovulacion y permite la IA (Pursley et al.,
1995). Este programa supone que la primera hormona liberadora de gonadotropina, la
inyeccién de GnRH induce al foliculo ovarico a ovular, lo que conduce al desarrollo del
cuerpo luteo (CL). La eficacia de la induccion de la ovulacion por la primera inyeccion de
GnRH varia del 66% al 85% (Ullah et al., 1996; Perry et al., 2005) y depende de la etapa
de maduracion de los foliculos (Bello et al., 2006) en el momento del tratamiento.

Deteccién por ultrasonido de los primeros foliculos en desarrollo de una nueva ola es
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posible dos dias después de la inyeccion de GnRH (Bisinotto et al., 2010) y uno de estos
foliculos se utilizaran para IATF al final de la Protocolo OvSynch. En el séptimo dia de
Ovsynch, se inyecta prostaglandina F2o (PGF2a) tanto para inducir luteélisis y para
permitir el desarrollo continuo de el foliculo dominante de la préoxima ola. A su vez, se
estima que este foliculo ovulara por la segunda inyeccion de GnRH el dia 9 del protocolo.
La inseminacion debe realizarse a sin deteccion de celo entre 16 y 24 horas mas tarde.

Ovsynch da los mejores resultados cuando se utiliza para el hato entero. Esta
estrategia permite que todas las vacas designadas para que la 1A sean inseminadas en un
momento similar posparto, y la tasa de prefiez en el hato sea mejorado (Pursley et al. 1995,
1997a). Sin embargo, no mejora el comportamiento reproductivo del hato cuando se
utiliza unicamente para vacas problematicas seleccionadas. El principal beneficio de los
programas hormonales como Ovsynch es la reduccion del nimero de vacas en estro no
detectadas que podrian ser potencialmente inseminados y prefiadas (Allahyari et al.,
2023). La primera tasa de prefiez con Is primera inseminacion (FIR) en el protocolo
Ovsynch alcanza el 35%, lo que confirma que es un buen alternativa a la deteccion de celo

(Pursley et al., 1997a,b). Un mayor porcentaje de prefiez (47.7%) con Ovsynch fue

informado por Vasconcelos et al. (1999). La tasa de prefiez después Ovsynch fue mejor
cuando se realizé IATF 16 horas después de la segunda inyeccion de GnRH (45%), y una
tasa del 41% se devolvio cuando se realizd 8 o0 24 h después de GnRH (Pursley et al.,
1998).

La sincronizacion hormonal utilizada para la IATF altera la fisiologia reproductiva
y la endocrinologia involucradas en los ciclos estrales. Los animales tratados estan
preparados para iniciar una nueva ola de foliculos, seguida de la ovulacion, lo que brinda
una mayor probabilidad de concebir incluso para las vacas poco fértiles. Por lo tanto, el
desempefio de las vacas genéticamente inferiores cambiara debido a los protocolos
hormonales y serdn mas parecidas a las vacas que naturalmente muestran celo. Dado que
los programas genéticos se basan en la recopilacion de datos fenotipicos precisos, estos
fenotipos enmascarados podrian agregar sesgos a las evaluaciones genéticas (Tsuruta et
al., 2000; Bouquet y Juga, 2013). Esta practica reproductiva también puede causar
cambios en la variacion genética y residual cuando se compara con hatos no sincronizados
(Goodling et al., 2005).
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Saldarriaga (2009) divide la IATF en los que se utilizan combinaciones de GnRH
y prostaglandinas, llamados protocolos de Ovsynch y los que utilizan dispositivos con

progesterona (P4) y estradiol.

Con este protocolo las vacas puedes ser inseminadas sin deteccion del estro. El
protocolo de Ovsynch (figura 1) practicamente se basa en una primera inyeccion de GnRH
para estimular la hormona luteinizante (LH) y asi provocar que el foliculo dominante
ovule o de lo contrario que se inicie una nueva onla folicular; a los 7 dias siguientes se
aplica PGF2a para inducir luteolisis y las 48 horas se aplica una segunda inyeccion de
GnRH para provocar la ovulacion de un nuevo foliculo. Posterior a esto se debe de
inseminar 24 h después (Morales y Cavestany, 2012).

Dia0 Dia7 Dia 8-9 Dia 9-10
| | 3048h | 16-24h |
| | | |
GnRH PGF2a GnRH IA

Figura 1. Protocolo de Ovsynch. Fuente: Morales y Cavestany (2012)

Pursley (1998) menciona que la inseminacién se puede efectuar entre 0 y 24 h
después de la segunda aplicacion de GnRH esperando una la tasa de prefiez similar,
aungue sugiere que el momento 6ptimo para la IA es ~16 h después de la Gltima inyeccion
de GnRH, ademéas menciona que hay una considerable flexibilidad entre el tiempo de la
IA en relacion con la ovulacion cuando la IA fue antes de la ovulacion. Esta flexibilidad
entre el tiempo de inseminacion y ovulacién fue demostrada por Roelofs et al. (2006)
quienes no encontraron diferencia en la tasa de prefiez en vacas inseminadas de 36 a 12 h
antes de la ovulacion. Sin embargo, hay una disminucion de P/IA cuando las vacas reciben
IA al comienzo del estro en comparacion con una inseminacion 12 o 24 horas después
(Dalton et al., 2001). Esto como consecuencia del deterioro de la viabilidad de los
espermatozoides al hacer la IA en un tiempo no optimo después de la ovulacion (Brusveen
et al., 2008).
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Diferencia en tasas de prefiez entre el uso de semen sexado y convencional

El semen sexado se usa particularmente para tener una mayor probabilidad al
escoger el sexo a conveniencia del ganadero (Bonilla 'y Sanchez, 2019), El uso de semen
clasificado por sexo en la produccion de leche permite la predeterminacién del sexo de

los terneros con una confiabilidad de ~90% (Healy, 2013).

En el bovino, un espermatozoide portador del cromosoma X contiene un 3.8% més
ADN que un espermatozoide portador del cromosoma Y (Johnson, 1995), proporcionando
una funcion que se puede utilizar para identificar rdpidamente espermatozoides portadores
de cromosomas X o Y. En la actualidad, el inico método confiable para predeterminar el
sexo de la descendencia es manipulando la abundancia relativa de X- viable y
espermatozoides portadores del cromosoma Y (Holden y Butler, 2018). Para lograr esto,
se usa una técnica llamada citometria de flujo que permite separar los espermatozoides X

de Y, gracias a la diferencia cuantitativa en el contenido de ADN (Cordova et al., 2016).

A pesar de los beneficios asociados con el uso de semen sexuado, actualmente
representa un porcentaje pequefio (pero de rapido crecimiento) del mercado de la
inseminacidn artificial (I1A) (<5%; Seidel, 2014). El semen sexado se usa principalmente
en hatos lecheros, y dentro de los hatos lecheros tradicionalmente se limitaba a su uso en
novillas (Borchersen y Peacock, 2009; Frijters et al., 2009) debido a la reduccion de la
prefiez. en las vacas (Healy et al., 2013). Estudios mas recientes han demostrado que el
semen sexado se puede usar con éxito tanto en novillas virgenes como en vacas lactantes,
y que se debe emplear el uso especifico de semen sexado (Xu, 2000). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que cualquier reduccion en la fertilidad reducird los beneficios
financieros de implementar el uso de semen sexado en la granja, y es poco probable que

el uso de semen sexado sea rentable en hatos con poca fertilidad.

La P/1A usando IATF llega a variar cuando se usa semen convencional (Pursley et
al., 1998) en comparacion al semen sexado (Sales etal., 2011; Lauber et. al., 2020;) debido
que al usar semen sexado se puede tener una tasa de prefiez menor debido al estrés que
genera el sexaje y la baja dosis de espermatozoides por dosis de semen, es por esto que el

semen sexado se usa mayormente solo en novillas (Frijters et al., 2009).
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Oses et al. (2016) Mencionan que la utilizacion de semen sexado resulta una P/IA
entre 5 y 35% inferiores a los obtenidos con semen convencional. La inseminacion
intrauterina profunda se prob6 para la inseminacion de dosis de espermatozoides

clasificados por sexo con un bajo numero de células espermaticas.

Es bien sabido que el semen sexado se ha utilizado a nivel mundial para controlar
el sexo del ternero en los ultimos afios en muchos paises (Vishwanath y Moreno, 2018).
Se recomienda el uso de semen sexado en vacas gque expresan estro para maximizar la tasa
de prefiez en las vacas (Kurykin et al., 2017). Estudios recientes demostraron que la
expresion del estro cerca del momento de TAI fue fundamental para obtener una mayor
tasa de prefiez con semen sexado en novillas de carne (Colazo et al., 2018) y vacas de
carne (Crites et al., 2018). Aunque el semen sexado se prefiere principalmente en el

ganado lechero (Holden y Butler, 2018).
Efecto del estrés por calor

La temperatura rectal, la temperatura corporal central (medida con termémetros
intravaginales) y el termografo infrarrojo para la temperatura de la piel son los diversos
medios para conocer el estrés por calor. Los animales al enfrentarse a altas temperaturas
y humedad pueden llegar a presentar diferentes niveles de estrés por calor, esto trae como
consecuencia una reduccion en el apetito, lo cual afecta directamente en la produccion de
los animales (Roca, 2011). Ademas, en hatos lecheros el estrés por calor produce una
disminucion en la capacidad reproductiva de los animales. Mellado et al (2013)
mencionan que los animales que se encuentran en un estrés entre moderado a severo (ITH

<70 a>95) se tiene una disminucién en la P/IA de un 47% a 26 %.

El estrés por calor compromete la tasa de fertilizacion (Sartori et al., 2002). Por
ejemplo, la tasa de fertilizacion en vacas lactantes inseminadas por 1A se redujo del 88%
en invierno al 55% en verano (Sartori et al., 2002). Las bajas tasas de fertilizacion podrian
reflejan el dafio al ovocito, el esperma depositado en el Gtero, o la interrupcién del proceso
de fertilizacion en si. Los efectos sobre el esperma o el proceso de fertilizacion pueden ser

la causa mas importante que los efectos sobre el ovocito.

La competencia del ovocito para ser fertilizado in vitro no se redujo en el verano

aunque hubo una reduccion en el desarrollo de embriones en el estadio de blastocisto
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(Ferreiraetal., 2011). Ademas, indirecta evidencia de un efecto del estrés por calor en los
espermatozoides es la observacion de vacas Girolando donde la inseminacion en el
mafiana se asocio con un leve pero significativo aumento de P/IA (Rocha de Zouza et al.,
2016).

Dable inseminacion artificial

Usar la regla tradicional AM-PM puede no garantizar una P/IA optima porque
algunas vacas seran inseminadas después de que éstas entren en celo y la probabilidad de
la fertilizacién es menor. Esto debido a que la vida del ovocito después de la ovulacion es
de 8 a 12 horas (Brackett et al., 1980) y después de este tiempo, se reduce la calidad del
embrion. Entonces, una IA después de la ovulacion producird embriones de baja calidad
(Roelofs et al. 2006).

El tiempo para que la vaca ovule después de iniciado el celo es aproximadamente
28 h aunque existe variacion de 5 a 6 h (Diskin, 2018), es por esto que el uso de la regla
AM-PM puede no dar los resultados esperados en término de aceptables tasas de prefiez

Ver figura 2).
( gura 2) 28 h

7 a.m. “ i
| 7 p'm, 5am.

Inicio de celo Deteccion de celo IA 12 h después de Ovulacion
observar el celo

Figura 2. Inseminacién siguiendo el protocolo AM-PM. Fuente: Elaboracion
propia

En el ejemplo anterior se puede ver que si una vaca comienza su celoalalam.
sera detectada por el personal del establo a las 7 a.m debido al horario laboral y sera
inseminada aproximadamente 17 a 18 horas después de que entr6 en celo. Este escenario
se vuelve mas complicado si tomamos en cuenta que la expresion del celo se reduce en
vacas de alta produccion lechera (Rivera et al, 2010; Burnett et al., 2018). Se puede

observar también que los espermatozoides estarian incubados por 4 h dentro de la Utero y
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presentaran motilidad y su potencial mitocondrial seré reducido en comparacién con los
espermatozoides no incubados (Rahman et al., 2014). Los espermatozoides depositados
en el utero de vacas bajo estrés por calor (39.2°C) (Rejeb et al., 2016), también puede
contribuir a una reduccion en su integridad y en la capacidad de fertilizacion (Gong et al.,
2017). Por lo tanto, dos IA durante el estro podrian mejorar la migracion de los
espermatozoides hacia los oviductos para fertilizar al ovocito, manteniendo a los
espermatozoides activos durante el tiempo entre la 1A y la ovulacion, evitando asi las altas

temperaturas en el Gtero y seleccionar los mejores espermatozoides para la fertilizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Los animales se manejaron siguiendo las reglas por "Guide for Care and Use of
Agricultural Animals in Research and Teaching” (3rd ed. 2010 Federation of Animal
Science  Societies, Champagne, IL; https://www.fass.  org/images/science-
policy/Ag_Guide_3rd_ed.pdf), y fue autorizado por el Comité de Asesoria para el
Cuidado Animal de la UAAAN (nimero de aprobacién 5-5-30-38111-4250-3001-2419).

Descripcion del area de estudio y manejo de animales

El estudio se realizd en el establo “La Victoria” ubicado en la comarca Lagunera,
Coahuila, México, con una precipitacion media anual de 234 mm y temperatura media
anual de 23.7 °C, teniendo un clima con altas temperaturas la mayor parte del afio (marzo-

septiembre).

Las vacas se encontraban en corrales abiertos de tierra, con sombra y ventiladores,
los cuales se activaban con un sistema SmaX-tec (smaXtec Animal Care GmbH, Graz,
Austria), el cual es un dispositivo que se coloca en el reticulo-rumen de las vacas para
evaluar el pH y temperatura interna, y con esta informacion se activa un sistema de
nebulizacién a alta presion dos o tres veces al dia para aliviar el estrés por calor de las

vacas lactantes.

Debido a las altas temperaturas durante la mayor parte del afio, este hato presentd
baja fertilidad, lo que condujo a frecuentes lactancias prolongadas no planificadas
(>450 dias). La alimentacion se baso en una racién mixta total de heno de alfalfa, ensilaje
de maiz y concentrado de grano, suministrado en partes iguales dos veces al dia. La
relacién forraje-concentrado fue de 50:50, y esta racién cumplia con los requerimientos
de las vacas que pesaban 650 kg, producian 37 kg de leche/dia con un consumo de 25 kg
de MS/d (NCR, 2001). La racion se ajusté a la etapa de lactancia de acuerdo con la

produccion de leche.
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Manejo reproductivo

Las vacas y vaquillas se sincronizaron con el protocolo de Ovsynch, el cual
consistio en la administracion de 100 mg de GnRH (CEVARELIN®), siete dias después
se aplico 25 mg de PGF2a (CELOSIL®), 56 h después se aplico una segunda inyeccién
de 100 mg de GnRH, para después hacer la IA 16 a 20 h mas tarde. EIl uso de semen
sexado solo se usé en vacas nuliparas. Para las vacas que recibieron doble inseminacion,

la segunda 1A se hizo + 12 h despueés de la primera.

El diagnostico de prefiez se determind mediante la palpacion rectal del contenido
uterino 45 + 3 dias después de la IA. Los animales que no estaban prefiadas se sometieron
a una resincronizacion de la ovulacion. Los servicios entre partos fue 3.1 + 2.4 en

pluriparas y 2.6 + 1.5 para primiparas.

Disefio del estudio

En este estudio retrospectivo se incluyeron 18,670 vacas Holstein, los datos fueron
tomados desde enero del 2015 hasta diciembre del 2021. Los criterios de inclusion fueron
vacas sin lactancias, vacas cuya lactancia fue inducida hormonalmente, sin signos y
sintomas de laminitis, metritis 0 mastitis con una condicién corporal promedio al parto de

3.52 (+0.24). Las vacas fueron separadas en grupos como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Organizacion de grupos para disefio experimental

Vacas Vacas

multiparas primiparas
Animales 15,046 3,624
Inseminaciones 46,704 7,973
IA simple 44,068 6,217
IA doble 2,636 1,756
IA semen sexado NA 4,914

IA semen convencional NA 3,059
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Los datos climaticos provienen de una estacion meteoroldgica ubicada a 2.5 km
del establo en cuestion. Se registro las temperaturas méximas y humedad relativa diaria.
Esta informacion se utilizé para calcular el indice de temperatura-humedad diaria

utilizando la siguiente ecuacion:
ITH = (0.8 x temperatura) + ((% RH/100) x (temperatura — 14.4)) + 46.4

Donde:

ITH = indice de temperatura-humedad
%RH = humedad relativa méxima
Temperatura = temperatura maxima en °C

El ITH se ha clasificado en categorias para indicar el grado de estrés por calor;
estas varian dependiendo el autor, la formula utilizada y las condiciones climéticas
especificas de cada lugar (De Rensis et al., 2015; Yan et al., 2021; Habeeb et al., 2018).

En este estudio se usaron tres categorias como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Categorias para indicar el grado de estrés por calor

ITH (%)
Zona de confort <68
Estrés por calor 68 a 85
Estrés severo > 85

Analisis estadistico

El porcentaje de prefiez se analiz6 por separado para vacas multiparas y primiparas
utilizando el procedimiento GLIMMIX de SAS (SAS Inst. Inc.; version 9.4), las variables
fueron tipo de inseminacion (simple o doble 1A), nivel de estrés por calor (zona de confort,
estres, estrés severo), ITH del dia de la primera IA (mafiana o tarde) y todas las
interacciones unidireccionales. EI nimero de lactacion y el intervalo entre partos se tomé
como covariable. La unidad experimental fue la 1A, la interaccion entre el ITH y la tasa

de prefiez se analizd usando una regresion no lineal con el software CurveExpert
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Professional 2.5.6 (Hyams Development). Los valores con p<0.05 se consideran
estadisticamente significativos para todos los anélisis estadisticos.
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RESULTADOS

Los siguientes resultados deben de ser analizados cuidadosamente antes de
ponerlos en practica, ya que aunque se considera que este estudio retrospectivo genera
informacidn confiable por la gran base de datos utilizado, el estudio sélo fue en un establo
lechero y las condiciones climaticas, estructurales y econdmicas pueden variar entre

granjas lecheras.

Analisis de resultados para vacas multiparas

En el cuadro 3, se muestra la diferencia estadistica de las vacas con una
inseminacion contra las que recibieron doble inseminacion en diferentes ITH; vacas que
recibieron doble 1A por ovulacion inducida mostraron mayor P/IA (p < 0.05) que las que
recibieron un solo servicio. El 87% de las veces, las vacas fueron inseminadas cuando se
encontraban en un nivel de estrés moderado a severo (ITH 68 a <85), es por esto que las

vacas se encontraban bajo estrés por calor la mayor parte del afio.

El nivel en el que la fertilidad se vio afectada por el ITH y por el nimero de

inseminaciones que se hicieron fue estadisticamente significativo (p <0.0001).

Cuadro 3. Tasa de prefiez en vacas multiparas con simple o doble 1A con diferentes
niveles de estés por calor al momento del primer servicio

NUmero de inseminaciones

Relacién Relacion

ITH (%) IA Simple IA Doble ITH NIA
<68 35.3% (1,983/5,623) 43.4% (184/424)  <0.0001 <0.0001
68-85 27.4° (7,001/2,5537)  34.6% (413/1,195)
>85 13.9°(1,790/12,907) 24.2%(246/1,017)

ITH: indice de temperatura y humedad; 1A: inseminacion artificial, NIA: nimero
de inseminaciones artificiales

ab Indica que hay diferencia significativa entre la tasa de prefiez con una y dos
inseminaciones dentro de cada categoria de ITH (p < 0.05).
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Aunque el ITH disminuye en gran medida la P/IA, la doble IA mejoro la tasa de
prefiez independientemente del estrés que se presente (Figura 3). El nivel en el que la

variacion de P/IA due explicada en un 95% por el ITH el dia de la IA.

y=-0.32x?-1.2x + 44.4
45 F R2=0.95

Doble
inseminacion

Inseminacion
simple

N
o1
L]

Tasa de prefiez (%)

= N
o1 O
T T

o
y =-0.39%2 - 1.08x + 37.2
R2=0.95

[HEN
o
L]

ol

<70 70-73 73-76 76-79 79-82 82-85 >85
Indice de temperatura-humedad

Figura 3. Relacion entre el ITH y la tasa de prefiez usando una o doble
inseminacién en vacas multiparas

Sabiendo que las vacas con doble inseminacion presentaron mayor porcentaje de
prefiez, en el Cuadro 4 se observa que cuando las vacs se encuentran en su zona de confort
y estrés moderado no hay diferencia significativa ( p<0.05) en la tasa de prefiez al recibir
su primera inseminacion en la mafiana o en la tarde. Sin embargo, la fertilidad aument6
en vacas multiparas cuando el primer servicio se hizo por la mafiana en los dias que los

animales se encuentraban bajo estres por calor severo (ITH >85).

Existio una interaccion entre el ITH y el momento en el que se hizo la primera

inseminacién (P=0.0621).
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Cuadro 4. Diferencia de fertilidad entre las vacas multiparas con doble IA que
recibieron la primera inseminacion en la mafiana o en la tarde.

Momento de la primera IA

Relaciéon Relacion ITH x

ITH (%) AM PM ITH TIA TIA
<68 49.5 (46/93) 41.7 (138/331) 03959  0.0506 0.0621
68-85 39.0 (98/125) 33.4 (315/944)

>85 28.1% (123/438)  21.2" (123/579)

ITH: indice de temperatura y humedad; IA: inseminacion artificial, TIA: Tiempo
de la primera inseminacidn artificial (mafiana o tarde)

&b Indicaca que hay diferencia significativa entre la tasa de prefiez cuando la
primera IA fue en la mafiana o tarde dentro de cada categoria de ITH (p < 0.05).

Anélisis de resultados para vacas primiparas

Como se menciono6 anteriormente, las vacas primiparas ademas de recibir uno o
doble servicio, fueron inseminadas con semen sexado o convencional. En el Cuadro 5 se
muestra el porcentaje de prefiez de cada caso; al usar semen convencional, la doble
inseminacién aumento la fertilidad (p < 0.01) cuando los animales se encontraban en su
zona de confort. Al usar semen sexado se demostro que independientemente del ITH, con

un doble servicio se aumentd la tasa de prefiez.

Cuadro 5. Efecto de una o doble IA con diferente tipo de semen (convencional o
sexado) y su interaccién con el nivel de estrés por calor en vacas primiparas.

NUmero de inseminaciones

Tipo de ITH IA Simple IA Doble
semen
<68 59.2°(190/321) 72.02 (54/75)
Convencional 68-85 60.2 (263/406) 64.8 (263/406)
>85 56.1 (391/697) 55.7 (122/219)
<68 54.1° (384/710) 62.9% (107/170)
Sexado 68-85 52.9° (1178/2226) 65.7% (401/610)
>85 47.7° (440/992) 58.3% (161/276)

ITH: indice de temperatura y humedad; IA: inseminacion artificial.

#bIndica que hay diferencia significativa entre la tasa de prefiez con una y dos
inseminaciones dentro de cada categoria de ITH (p < 0.05) cuando se usé semen
sexado o convencional.
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La doble inseminacion no aumento la fertilidad en vacas primiparas cuando se uso
semen convencional y los animales eran sometidos a estrés por calor severo (Figura 4B).
Por otro lado, el porcentaje de prefiez en vaquillas con doble inseminacion y semen sexado
fue 10 puntos porcentuales mayor (p < 0.05) en zona de confort y estrés moderado,
comparado con las primiparas que se inseminaron una sola vez con este tipo de semen
(Figura 4A). El aumento de ITH trajo como consecuencia una disminucién de la tasa de
fertilidad.
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Figura 4. Relacion entre el indice de temperatura- humedad y la tasa de prefiez basado
en una o doble IA en vacas primiparas; la figura 4A corresponde a la inseminacién usando
semen sexado y la 4B semen convencional.
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Para ambos grupos de novillas, la tasa de prefiez fue mayor con doble 1A que con
una sola IA, sin embargo, hubo un mayor aumento de fertilidad cuando se us6 semen
sexado que con semen convencional. En todas las categorias de ITH no hubo diferencia
significativa cuando en la doble inseminacion, la primera dosis ocurrio en la mafiana o en
la tarde (p > 0.05; Cuadro 6).

Se presento una interaccion entre el ITH y el momento en el que se hizo la primera

inseminacién (p=0.0621).

Cuadro 6. Diferencia de P/IA entre las vacas primiparas con doble 1A que recibieron
el primer servicio por la mafiana o en la tarde.

Momento de la primera IA

Relacién Relacién ITH X

ITH (%) AM PM ITH TIA TIA
<68 66.7 (76/144) 64.9 (85/131) 0.3959 0.0506  0.0621
68-85 66.5 (305/459) 64.4 (358/556)
>85 58.6% (140/239)  56.1° (143/255)

ITH: indice de temperatura y humedad; IA: inseminacion artificial, TIA: Tiempo
de la primera inseminacion artificial (mafiana o tarde)

b Significa que hay diferencia significativa entre la tasa de prefiez cuando la
primera IA fue en la mafiana o tarde dentro de cada categoria de ITH (p <0.05).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman la hipdtesis un aumento de la tasa de prefiez
haciendo doble inseminacion artificial con el protocolo de Ovsynch, en comparacion con
una IA. Independientemente del ITH y del tipo de semen (sexado o convencional), la tasa
de prefiez fue 7.5 y 8.6 puntos porcentuales més alto en las vacas que recibieron doble 1A
en comparacion con las que recibieron un solo servicio. Los animales estudiados sufrian
de estrés por calor debido a las temperaturas muy altas la mayor parte del afio, provocando
un desempefio reproductivo muy pobre (Mellado et al., 2012). El incremento de la tasa de
prefiez usando doble 1A no fue muy alta, sin embargo, ofrece una herramienta confiable y

prometedora para mejorar el rendimiento reproductivo en vacas con estrés por calor.

Esta investigacion sugiere que en vacas lecheras con un bajo desempefio
reproductivo que se encuentran en estrés por calor, usar doble 1A con 12 h entre servicios
incrementa la tasa de prefiez. Sin embargo, cuando se usa semen muy costoso, es probable
que econdmicamente no sea redituable, es por esto que la recomendacién para usar doble

IA es preferible usar un semen econdémico.

Los motivos por el cual la doble IA aumenta la tasa de prefiez aun no es bien
conocida. Una limitacion del protocolo de Ovsynch es la imprecision para sincronizar la
ovulacion entre 24 y 32 h después de la segunda aplicacién de GnRH (Pursley et al.,1998),
es por esto que algunas vacas ovularan demasiado tarde. En este escenario, al realizar una
sola IA, el intervalo entre el servicio y la ovulacion sea demasiado temprano para algunas

vacas.

Cuando se hace una monta natural, el tracto reproductivo de las vacas se encarga
de garantizar que los espermatozoides mantengan su morfologia y motilidad vigorosa
(Miller, 2018), sin embargo cuando se hace una IA, el semen es manipulado y muchos
espermatozoides sufren cambios morfoldgicos y disminuye su capacidad para fertilizar
(Nagata et al, 2019). Los espermatozoides sufren estrés por la descongelacion y pueden
Ilegar a tener dafios oxidativos dentro del tracto reproductivo y estos deben sobrevivir sin
mecanismos de reparacion (Kumar et al., 2019), por lo tanto, los espermatozoides

dependen de recursos limitados para mantener su viabilidad antes de la llegada al ovocito
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en el oviducto. Debido a lo anterior, la viabilidad de los espermatozoides se reduce

mientras mas sea el tiempo que estén dentro del tracto reproductivo de la vaca.

Es por esto que la a doble 1A puede incrementar la tasa de prefiez asegurando una
poblacién espermatica altamente viable unas horas antes de la ovulacion (Holt y Faazeli,
2016). Ademas, la doble IA podria mejorar las interacciones de los espermatozoides,
promoviendo los mecanismos de seleccion y supervivencia de estos, evitaria la
capacitacion espermatica antes de tiempo, modularia la respuesta inmunitaria de la vaca,
mejoraria el almacenamiento transitorio de los espermatozoides antes de la ovulacion, y

por lo tanto, aumenta la probabilidad de fertilizacion (Saint-Dizier et al., 2020).

Este estudio indica que el efecto de la doble inseminaciéon en vacas Holstein
pluriparas no es uniforme en las diferentes categorias de estrés por calor, por lo tanto la
fertilidad es dependiente del ITH. EI mayor porcentaje de tasa de prefiez ocurrié con un
ITH >82, lo que sugiere el beneficio de practicar doble 1A maximizando la fertilidad bajo
condiciones de estrés por calor. El posible beneficio de esta practica es debido al
reemplazo de espermatozoides dafiados en el tracto reproductivo de la vaca (Gong et al.,

2017) en la segunda inseminacion.

Cuando el primer servicio de la doble inseminacion con semen convencional
ocurrid en dias de intenso calor, la tasa de prefiez fue mayor 7 puntos porcentuales cuando
se hizo en la mafiana comparada con la tarde. Se desconoce los motivos de esta respuesta,
pero se sugiere que cuando los espermatozoides son depositados en el tracto reproductivo
por la mafana se enfrentan a una temperatura uterina mas calida, favoreciendo las
condiciones de sobrevivencia. Ademas, que la doble 1A genera una pequefia subpoblacion
de espermatozoides de alta calidad en el sitio de fusién de gametos (Saint-Dizier et al.,
2020).

La tasa de prefiez se vio afectada en gran medida del ITH (r= 0.95) tanto en
inseminacion doble como en simple. La tasa de prefiez disminuye considerablemente a
partir de un ITH <72, por lo que se pudo confirmar que la fertilidad disminuye al aumentar
el ITH (Mellado et al., 2013).

Usar semen sexado para la 1A disminuye la fertilidad al compararla con semen

convencional (Mellado et al., 2014; Lenz et al., 2017), debido a que éste contiene un
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menor numero de células espermaticas por pajilla (Seidel, 2014). A causa de esto, no es
sorpresa que en este estudio la tasa de prefiez fue significativamente mayor para vaquillas
que tuvieron doble inseminacion con semen sexado, en comparacion con las que
recibieron un solo servicio. Estos resultados confirman el beneficio de usar el método de
doble inseminacién con semen sexado para vaquillas para aumentar la tasa de prefiez. Sin
embargo, los altos costos del semen sexado podrian dificultar el uso de este semen en

novillas.

Ademas, hay una estrecha relacion entre el ITH y el momento de la IA, por lo que
hay una mayor fertilidad para la doble inseminacion cuando el animal se encuentra en su
zona de confort. Sin embargo, este resultado no sigue esta misma tendencia con semen
sexado en vacas pluriparas. EI mecanismo de accidn de esta respuesta sigue sin estar claro,
aunque podria explicarse por el hecho de que las vaquillas son mas tolerantes al estrés por
calor que las vacas lactantes, debido a los menores cambios en la temperatura corporal
(Wang et al., 2020).
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CONCLUSION

La tasa de prefiez se optimiz6 (con un incremento de ~8 puntos porcentuales) al
implementar doble inseminacion con 12 horas entre cada servicio usando semen
convencional o sexado. Este aumento de fertilidad fue mas evidente cuando las vacas
fueron inseminadas bajo estrés por calor severo (ITH >85 %). Ademas, la tasa de prefiez

fue més alta cuando la primera inseminacion se realizé por la mafana.

Los productores deben de usar cuidadosamente este protocolo, debido a que parece

ser redituable solo cuando se usa semen econdmico y en zonas de estrés por calor severo.
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