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Resumen

Oses, ML.V.; Teruel, M.T.; Cabodevila, J.A.: Utilizacion de semen bovino sexado en in-
seminacion artificial, transferencia embrionaria y fertilizacion in vitro. Rev. vet. 20: 2,
138—145, 2009. El control del sexo de la descendencia ha sido siempre uno de los objetivos
mas buscados en la actividad pecuaria. Desde 1992 se utiliza la citometria de flujo, técnica
que permite diferenciar los espermatozoides X e Y segtn su contenido de ADN. El grado
de certeza del sexo es aproximadamente 90% y la frecuencia de terneros nacidos normales
es similar a la obtenida con semen convencional. El objetivo de esta revision es analizar los
resultados de la aplicacion del semen sexado mediante la mencionada técnica en insemina-
cion artificial (IA), transferencia embrionaria (TE) y fertilizacion in vitro (FIV). En IA se ha
trabajado con semen sexado principalmente a celo detectado, obteniéndose porcentajes de
prefiez entre 5y 35% inferiores a los logrados con semen convencional; la utilizacion del se-
men sexado en inseminaciones a tiempo fijo (IATF), es reciente, con resultados preliminares
alentadores; no obstante no se ha comparado semen sexado y convencional. En TE, el semen
sexado se ha utilizado en inseminaciones a celo detectado y en IATF con resultados gene-
ralmente inferiores a los logrados con semen convencional. Las variaciones en el nimero de
inseminaciones y dosis utilizadas impiden definir ain un protocolo de trabajo recomendable.
En FIV, el semen sexado ha sido utilizado para fecundar ovocitos provenientes de ovarios de
matadero y de animales vivos; el porcentaje de blastocistos obtenido resultd generalmente
inferior al logrado con semen convencional, destacandose la variabilidad observada en el
semen sexado (0 a 25,8%), respecto al convencional (26,3 a 33,6%). En conclusion, es facti-
ble utilizar el semen sexado en IA, TE y FIV; no obstante, los resultados generalmente son
inferiores a los que se obtienen con semen convencional y son afectados por numerosos fac-
tores. Su conocimiento y control, sumados a avances en la metodologia de sexado permitiran
mejorar los resultados actuales de la aplicacion de la técnica.

Palabras clave: semen sexado, inseminacion artificial, transferencia embrionaria, fertiliza-
cion in vitro.

Abstract

Oses, M.V.; Teruel, M.T.; Cabodevila, J.A. Utilization of sexed semen in artificial insemi-
nation, embryo transfer and in vitro embryo production in cattle. Rev. vet. 20: 2, 138—145,
2009. Control of offspring’s sex has always been one of the principal objectives in animal
production. Since 1992, flow cytometry is used to differentiate between X and Y spermato-
zoids according to DNA content. Sex determination can be achieved with an accuracy rate
higher than 90% and the frequency of calves delivered alive is similar to that observed for
conventional semen. The objective of the present work was to analyze the results obtained
in artificial insemination (AI), embryo transfer (ET) and in vitro fertilization (IVF) pro-
grams when using sexed semen. In Al sexed semen was used mainly with heat detection
and the pregnancy rates were between 5—35% lower than those obtained with conventional
semen. As to fixed—time artificial insemination (FTAI), use of sexed semen is quite recent
and preliminary results are promising; however, comparison to conventional semen results
has not been done yet. In ET, sexed semen was used in inseminations with heat observa-
tion and FTAI, obtaining results lower than those with conventional semen. Determining of
an optimal protocol has not been possible, since reported works used different numbers of
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inseminations and sexed semen doses. In IVF, sexed semen was used to fertilizing oocytes
collected from both slaughter houses and live animals. Percentage of blastocytes was lower
than that obtained with unsexed semen, also a higher variability was observed with sexed
semen (0—25.8%) compared to unsexed semen (26.3-33.6%). In conclusion, successful utili-
zation of sexed semen in Al, ET and IVF programs is feasible; however, results are generally
lower than those achieved when using conventional semen and also influenced by different
factors. Further knowledge and control of variables, along with improvement of semen sex-
ing technologies, will determine better and more predictable results.

Key words: sexed semen, artificial insemination, embryo transfer, in vitro embryo produc-

tion.

INTRODUCCION

El origen de la determinacion sexual de la descen-
dencia de los mamiferos siempre fue motivo de espe-
culaciones. Debido a ello, durante miles de afios dio
origen a diversas creencias, suposiciones y teorias .

A partir de la década de 1980 comenz6 a aplicarse
una técnica denominada citometria, que permite sepa-
rar los espermatozoides de acuerdo a sus cromosomas
sexuales. Dicha técnica se basa en diferenciar los es-
permatozoides X e Y, en base a su contenido de ADN.
En la mayoria de los mamiferos, el cromosoma X es
mayor y posee mas ADN que el Y. En 1989 se obtuvo el
nacimiento de gazapos vivos luego de la inseminacion
intratubarica de conejas '°. Desde entonces, se han ob-
tenido descendientes de sexo preseleccionado con una
exactitud cercana al 90% en bovinos, ovinos, cerdos y
equinos 8.

En produccion bovina, la inseminacion artificial
(IA) con espermatozoides seleccionados acelera el me-
joramiento mediante un aumento del progreso genético
anual. Ademas, en determinados sistemas como aque-
llos dedicados a la produccion de leche, es de funda-
mental importancia para lograr una mayor rentabilidad.
Con la generacion de hembras, se garantiza la reposi-
cion de futuras vacas lecheras en el rodeo.

El control del sexo de la descendencia tiene una
importancia aun mayor cuando se aplican técnicas de
reproduccion asistida tales como la transferencia em-
brionaria (TE) y la fertilizacion in vitro (FIV).

Acorde a lo antedicho, el objetivo de esta revision
bibliografica es aportar informacion sobre los resulta-
dos de la aplicacion del semen sexado mediante citome-
tria de flujo en programas de IA, TE y FIV.

LA CITOMETRIA DE FLUJO COMO
TECNICA DE SEXADO DE SEMEN

En el caso de los bovinos, los espermatozoides X
que producen terneras contienen en promedio 3,8%
mas ADN que los espermatozoides Y que producen
machos. La calidad y concentracion espermatica de
los eyaculados son quizas los factores mas importantes
para obtener una buena separacion de las dos pobla-
ciones espermaticas. Asi lo demuestran resultados que

indican una alta correlacion entre la motilidad esper-
matica, la concentracion y la separacion de las pobla-
ciones en un citometro de flujo de alta velocidad. Por
ende, la separacion de espermatozoides X e Y se lleva
a cabo normalmente en eyaculados con mas del 50%
de espermatozoides con motilidad progresiva y 75% de
espermatozoides normales %!,

El semen se incuba con un colorante que tifie el
ADN de los espermatozoides (Hoechst 33342), el cual
tiene la particularidad de emitir una fluorescencia cuan-
do es sometido a la luz laser. A mayor cantidad de ADN
(espermatozoides con cromosoma X), mayor fluores-
cencia. Para poder detectar la diferencia de fluorescen-
cia y separar los espermatozoides deseados, se utiliza
un citometro de flujo. El mismo consiste en un circuito
cerrado de alta velocidad de flujo de liquidos que permi-
te alinear y “leer” los espermatozoides individualmente
en microgotas. La fluorescencia que produce cada es-
permatozoide tefiido es procesada por un software que
permite al operador seleccionar la poblacion esperma-
tica con minima o maxima luminosidad, segun el sexo
que se quiera separar. Los espermatozoides elegidos
son cargados eléctricamente, desviados del flujo origi-
nal en un campo magnético y finalmente recolectados
en un tubo para su posterior congelacion.

Aproximadamente del 100% de los espermatozoi-
des, un 20% termina colectado en la fraccion X, y un
20% en la fraccion Y; el 60% restante lo constituyen
espermatozoides que no pudieron ser detectados por la
técnica, espermatozoides muertos y gotas sin esperma.
El semen sexado se presenta comercialmente conge-
lado, en pajuelas de 0,25 ml. Las mismas contienen 2
6 10 x 10° espermatozoides. La dosis menor se utiliza
normalmente en IA y FIV y la mayor en TE. La velo-
cidad de separacion que se utiliza actualmente permite
obtener 7 pajuelas de 2 x 109 espermatozoides X e igual
numero de Y por hora 224,

Para controlar la calidad del semen, se descongela
una pajuela por partida y se evaliia la motilidad progre-
siva y la pureza (proporcion del sexo deseado) de las
dosis producidas. Las mismas deben tener un minimo
de 35% de espermatozoides con motilidad progresiva
y 85% de certeza del sexo para alcanzar los estandares
de aprobacion .
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Independientemente de la técnica en que
se utilice el semen sexado, los resultados
de certeza en el sexo elegido son superiores
al 90% vy tienen alta repetibilidad. Ademas,
en los trabajos analizados donde se tuvo en
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Tabla 1. Resultados de prefiez obtenidos a partir de insemina-
ciones efectuadas con semen sexado y no sexado (convencional),
congelado/descongelado utilizando distintas dosis inseminantes
y lugares de descarga del semen.

cuenta la normalidad de los terneros, no hubo

diferencias con los grupos controles prove-
nientes de hembras inseminadas con semen

no sexado (convencional), en cuanto a: abor-
tos, mortalidad neonatal, peso al nacer, tasa
de mortalidad e incidencia de anormalidades

3,4,18,19

UTILIZACION DEL SEMEN SEXADO

EN PROGRAMAS DE INSEMINACION
ARTIFICIAL

En primera instancia, por ser la metodo-
logia de trabajo mas habitual relacionada con
el semen sexado, se analizara la informacion
referida a inseminaciones efectuadas sobre
celo detectado. Luego se abordaran trabajos

tratamiento totz;l IA p rgrzf)i/f;i s
experimento | 1,5x10¢, sexado 211 113 53,5°
20x10°, convencional 112 75 66,9°
1,5x10¢%, sexado 123 67 54,42
experimento 2 4,5x10°, sexado 122 62 50,8*
20x10°, convencional 126 85 67,4°
2x10°, sexado 38 18 47,3¢
experimento 3 6x10°, sexado 37 21 56,7
20x10°, convencional 40 29 72,5°
3x10°, sexado, cuerno 42 21 50,0?
experimento 4 3x10°, sexado, cuerpo 42 24 57,1*
20x10°, convencional 21 16 76,2°
1x10°, sexado, cuerno 119 38 31,9°
1x10¢, sexado, cuerpo 123 57 46,3°
experimento 5 3x10°, sexado, cuerno 123 63 51,2%
3x10°, sexado, cuerpo 121 57 47,1°
20x10°, convencional 124 74 59,7°

mas recientes donde se ha empleado semen
sexado en programas de inseminacion a tiem-
po fijo (IATF).

Inseminacion artificial a celo detectado

En este punto se incluyen trabajos en los que se em-
pled la inseminacion a celo detectado, independiente-
mente de si el celo fue natural o sincronizado.

En 1999 se llevaron a cabo una serie de experimen-
tos para evaluar el comportamiento del semen sexado,
fresco y congelado, en la IA de 1370 vaquillonas sin-
cronizadas '® . Se utilizaron 22 toros de fertilidad des-
conocida y participaron de la experiencia 6 técnicos ex-
perimentados. Las tasas de prefiez logradas, utilizando
dosis inseminantes de 1 a 1,5 x 10° espermatozoides
sexados congelados, fueron entre 10 y 30% inferiores a
las obtenidas con los controles, donde se emple6 semen
convencional, a razon de 20 a 40 x 10° espermatozoides
por dosis. Ademas, la exactitud del sexado promedio
90% vy los terneros nacidos resultaron normales. Estos
resultados preliminares alentadores motivaron a los
investigadores del grupo a la realizacion de otros estu-
dios tendientes a definir la dosis inseminante optima y
el lugar de descarga del semen mas indicado para efec-
tuar la inseminacion.

Mas recientemente, llevaron a cabo otra serie de ex-
perimentos en los que se inseminaron vaquillonas y va-
cas, utilizando semen congelado en dosis inseminantes
que oscilaron entre 1 y 6 millones de espermatozoides
sexados, los cuales fueron depositados en el cuerpo del
utero o en el tercio medio de ambos cuernos uterinos.
Como control, se empled semen convencional a una do-
sis de 20 x 10° espermatozoides ?°. Cuando se utilizaron
dosis que variaron entre 1,5 y 6 x 10° espermatozoides
sexados, el porcentaje de prefiez resultd similar. Del
mismo modo, el lugar donde se efectud la descarga del

Fuente: Seidel y Schenk 2. Letras distintas en un mismo experimento,
indican diferencias significativas (p<0,05).

semen no modifico los resultados. En cambio, cuando
se utilizo6 la dosis 1 x 10° espermatozoides, el porcen-
taje de prefiez resultoé inferior y la descarga del semen
en los cuernos uterinos afectd negativamente la tasa de
prefiez (Tabla 1). En la mayoria de estos experimentos,
el porcentaje de prefiez obtenido con el semen sexado
fue significativamente menor que el logrado con el se-
men convencional. Factores como condicion corporal,
edad, manejo reproductivo y sanitario, y eficiencia en
la deteccion de celo, fueron criticos para obtener bue-
nos resultados.

En un trabajo similar, se compar6 el porcentaje de
preiiez en vaquillonas inseminadas con semen sexado
con una dosis de 2 x 10% espermatozoides y convencio-
nal cuya dosis fue 15 x 10¢ espermatozoides. El expe-
rimento incluy6 9 toros de las razas Holstein, Jersey
y Rojo Danesa. Las diferencias en los porcentajes de
preiiez, siempre a favor del semen convencional, fueron
12%, 7% y 5%, respectivamente *. Tanto las diferencias
raciales como las observadas entre toros, no alcanzaron
significancia estadistica probablemente a consecuencia
del bajo nimero de animales inseminados.

Estudios recientes demostraron que la menor fer-
tilidad que se obtiene con el semen sexado se debe al
bajo niimero de espermatozoides que contiene la dosis
inseminante y, en menor medida, al dafio causado a los
espermatozoides por el proceso de sexado 7 . Ademas,
los efectos de la baja dosis y del proceso de sexado di-
fieren entre toros.

En Argentina se han realizado pocos estudios com-
parando los porcentajes de prefiez obtenidos luego de
inseminar con semen sexado y convencional; en ellos
se observo que el porcentaje de prefiez promedio ob-
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tenido con el semen sexado, resulté un 30% menor al
logrado con el convencional %,

Inseminacion artificial a tiempo fijo

En un experimento donde se evalu6 la utilizacion
del semen sexado en un programa de IATF que incluyo
209 vaquillonas Holstein, la sincronizacion se efectud
mediante la administracion de dos dosis de PGF2a se-
paradas por 14 dias '' . La inseminacion se realiz6 a
las 80—82 h post—2da dosis de PGF2a utilizandose una
dosis de 2 x 10° espermatozoides, proveniente de toros
de la misma raza. El semen fue depositado en diferen-
tes sitios: el cuerpo del utero, la mitad de uno de los
cuernos, o cerca de la unién Utero—tubarica. Para de-
terminar el cuerno donde descargar el semen se utilizd
la ultrasonografia, con el objetivo de detectar la pre-
sencia de un foliculo asumido como preovulatorio. Un
hecho importante de este trabajo es que en el momento
de la inseminacion, las vaquillonas fueron clasificadas
segun la intensidad del celo, la cual podia ser fuerte o
débil.

Los porcentajes de prefiez en inseminaciones efec-
tuadas en el tercio anterior del cuerno uterino: 39,3%
(24/61) y en el tercio medio: 49,1% (28/57) resultaron
similares entre si y no difirieron de las realizadas en
el cuerpo del utero: 41,7% (38/97). En cambio, el por-
centaje de prefiez de vaquillonas con signos intensos
de celo (45,9%) fue superior al de aquellas con signos
débiles (20,8%, p<0,01).

En nuestro pais se han efectuado estudios sobre se-
men sexado en [ATF unicamente en animales sincroni-
zados con dispositivos a base de progesterona. En uno
de estos experimentos se utilizaron 150 vaquillonas
Holando Argentino que fueron inseminadas a tiempo
fijo con 3 x 10 espermatozoides sexados ¢ . Previamen-
te, conformaron 3 grupos idénticos: en el Grupo 1 se
utilizé el protocolo tradicional: dia 0, colocacion del
dispositivo + administracion de benzoato de estradiol;
dia 8, retiro del dispositivo + administracion de PGF2q,;
dia 9, administracion de benzoato de estradiol; dia 10
(hora 52), IATF. En los restantes grupos, se administro
media dosis de PGF2a al colocar el dispositivo, con
el objetivo de lograr un mayor control de la dindmica
folicular, manteniendo el mismo horario para la IATF
(Grupo 2) 6 posponiéndola hasta la hora 60 (Grupo 3).
Los porcentajes de prefiez de los Grupos 1, 2 y 3 fueron
similares: 44%, 36% y 40%, respectivamente.

Un trabajo reciente involucr6d 158 vaquillonas vir-
genes, raza Hereford de 19 meses de edad '2 . Las mis-
mas fueron divididas al azar en dos grupos. Al Grupo 1
se lo sincronizo para ser inseminado a tiempo fijo, con
un dispositivo liberador de progesterona, mas la inyec-
cion al mismo tiempo de 0,021 mg de GnRH. Siete dias
después, el dispositivo fue retirado inyectando al mis-
mo tiempo 150 ug de PGF2a. A las 6768 h posteriores
al retiro del dispositivo se procedio a la inseminacion
junto a la inyeccion de 0,021 mg de GnRH (Subgrupo
1A) y a las restantes se les inyect6 0,0105 mg de GnRH,
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(Subgrupo 1B). El Grupo 2 fue sincronizado con 2 do-
sis de PGF,a con 11 dias de intervalo entre ambas, y se
realizo deteccion de celo e inseminacion durante 5 dias
utilizando el sistema AM/PM.

Todas las vaquillonas fueron inseminadas con 2 x
10° espermatozoides sexados. El diagndstico de gesta-
cion se realizé mediante ecografia a los 30 dias post
inseminacion. En el porcentaje de prefiez, no se regis-
traron diferencias entre ambos subgrupos del Grupo 1:
54,7 y 55% para los subgrupos 1A y 1B, respectivamen-
te; no observandose a su vez diferencias entre el Grupo
1: 54,9% y el Grupo 2: 52,6%.

UTILIZACION DEL SEMEN SEXADO
EN PROGRAMAS DE TRANSFERENCIA
EMBRIONARIA

La combinacion de superovulacion y TE utilizando
semen sexado, permite disefiar estrategias cuando se
comercializan animales de alto valor genético o cuan-
do se desea conformar un nucleo genético mas rapida-
mente. Existen diferentes trabajos donde se evalud la
utilizacion del semen sexado en donantes incluidas en
programas de TE.

Se ha reportado el comportamiento de diferentes
dosis inseminantes de semen sexado y convencional,
en vaquillonas y vacas donantes de embriones en las
cuales la inseminacion se efectud en el cuerpo del ute-
ro 2. En un primer experimento en el que se utilizaron
vaquillonas y vacas Angus y semen de dos toros de la
misma raza, compararon dos dosis de semen sexado (2
y 10 millones de espermatozoides) con una dosis de se-
men convencional de 40 millones de espermatozoides,
procediendo a realizar dos inseminaciones, a las 12 y
24 h de haber detectado celo mediante observacion vi-
sual. El porcentaje de ovocitos fecundados y el nimero
de embriones transferibles obtenidos con ambas dosis
de semen sexado fue similar y resulté menor que el lo-
grado con semen convencional (p<0,05; Tabla 2).

En el segundo experimento, en el que se utilizaron
vaquillonas Holstein y tres toros de la misma raza, com-
pararon dos dosis de semen sexado (2 y 20 millones de
espermatozoides) con semen convencional (40 millones
de espermatozoides), procediendo a realizar una inse-
minacion a tiempo fijo, 70—72 h post—-administracion de
PGF2a. El porcentaje de ovocitos fecundados difiri6 en
las tres dosis inseminantes (p<0,05). El nimero de em-
briones transferibles de la menor dosis de semen sexa-
do difirio del obtenido utilizando semen convencional
(p<0,05), en cambio la dosis mayor de semen sexado
no difirié de la dosis de semen convencional utilizada
(Tabla 2). Los embriones de este experimento fueron
transferidos en fresco y congelados—descongelados.
Con el semen convencional, los porcentajes de prefiez
obtenidos fueron 63 y 89%, respectivamente. Para el
caso del semen sexado dichos porcentajes fueron 67 y
40% respectivamente, resultando similares.

Por su parte, en la Universidad Nacional de Cordo-
ba, se diseflaron tres experimentos para evaluar el uso
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Tabla 2. Ovocitos fecundados y embriones transferibles en donantes inseminadas con semen sexado y conven-
cional, congelado/descongelado.

tipo de semen y ovocitos embriones
esquema de IA numero de espermato- n fecundados transferibles bibliografia
zoides por dosis (%) (n) (%) (n)
. 01 S.S. (2x10%) 30 40+6,0* 3,3+0,9*
experimento 6 a a
(2 insemin, 12 y 24 h post—deteccion celo) S.S. (10X106) 30 49i6’0b 4’1i0’9b
S.C. (40x10°) 29 69+6,1 8,7+0,9 Schenk y
cols. 2
. 02 S.S. (2x10%) 31 28+7,1° 1,3+0,5¢ )
experimento 6 b b
TATF (70-72 h post— 2da PGF2q) S.S. (20x10°) 34 49+6,8 2,0+0,5
S.C. (40x10°) 33 72+6,9¢ 3,1+0,5°
. S.S. (10x10°) 12 0,58+0,34 0,58+0,34
experimento 1 IATF (12 y 24 h post LH) S.C. (10x109) 12 4,08+1.94 3.58+1.85
experimento 2 S.S. (10X106) 5 0,00+0,00? 0,00+0,00? Balla y
IATF (12, 18 x 2 y 24 h post GnRH) S.C. (10x10°) 5 6,00£2,00°  5,60+2,09° cols. !
experimento 3 celo detectado 6 " "
ST R 2 B potCoi SSU0N0) s 040024 0024
SC: (12 y 24 h post GnRH) C. (10x10% 5 5808215 5,6042,25
experimento 1 S.S. (5x10°) 5 78,2+11,0 53,4+11,6
(2 insemin., 12 y 24 h post—deteccion celo) S.C. (5x10°) 5 94,7+2,5 68,1+9,7
Hayakawa y
. 02 S.S.F. (5x10°) 10 91,3+4,5 59,5493 cols. ?
experimento 6
(2 insemin., 12 y 24 h post—deteccion celo) $.8.C. (5x10%) o 96,3£2,5 69,0+8,9
S.C. (5x10°) 26 91,1+3,4 70,3+4,9

S.S.: Semen sexado; S.C.: Semen convencional; S.S.F.: Semen sexado fresco; S.S.C.: Semen sexado congelado.

Valores expresados como promedio + EE. Letras diferentes en la misma columna de un mismo experimento indican diferen-

cias significativas (p<0,05).

de semen sexado en protocolos de superestimulacion
en vacas Holstein ! . Utilizaron 44 vacas (20 en pro-
duccion y 24 secas) y en cada experimento aplicaron
un protocolo diferente de superestimulacion, en donde
variaron la administraciéon o no de ¢CG y la utiliza-
cion de LH o GnRH. Tanto en el primero como en el
segundo experimento, la inseminacion fue realizada a
tiempo fijo, no asi en el ultimo en donde se realizo a
celo detectado. En todos los casos, la dosis inseminante
fue de 10 millones de espermatozoides. Los resultados
de cada experimento se muestran en la Tabla 2. En este
trabajo, se demostrd que con la utilizacion de semen
sexado con 10 millones de espermatozoides por dosis,
se obtiene menor cantidad de ovocitos fecundados que
con el semen convencional (0,41+0,19 vs 4,91£1,22) y
también menos embriones transferibles (0,41+0,19 vs
4,5+1,2, p<0,01).

En un trabajo realizado con animales incluidos en
programas comerciales de transferencia embrionaria,
se efectuaron tres ensayos utilizando diferentes esque-
mas de inseminacion y dosis de semen sexado ° . En el
primer ensayo utilizaron vaquillonas que fueron inse-
minadas con semen sexado y convencional 12 y 24 ho-
ras luego de haber sido detectadas en celo, utilizando 5
x 10¢ espermatozoides en cada inseminacion. Los por-
centajes de ovocitos fecundados y de embriones trans-
feribles fueron similares para semen sexado y conven-
cional (Tabla 2), no obstante, el nimero de embriones
transferibles fue menor para semen sexado.

En el segundo ensayo, vaquillonas fueron inse-
minadas utilizando el mismo esquema ¢ igual dosis
que en el ensayo anterior, comparando semen sexado
fresco con semen sexado congelado. La produccion de
embriones para ambos tratamientos fue similar y no
difiri6 de aquella obtenida con semen convencional
(Tabla 2). Cuando los embriones fueron transferidos,
el porcentaje de prefiez obtenido con aquellos prove-
nientes de semen sexado (70,4%) fue similar al logrado
con el de los provenientes de la utilizacion de semen
convencional (72,4%).

En el tercer ensayo, se utilizd exclusivamente se-
men sexado congelado en vaquillonas y vacas. Se com-
paro6 un esquema de simple inseminacion, 18—24 horas
post deteccion de celo con 5 x 10° espermatozoides con
esquemas de doble inseminacion, 12 y 24 horas post
deteccion de celo, en los que se utilizaron dosis de 2, 5
y 10 x 10% espermatozoides en cada inseminacion. La
conclusion a la que se llegd es que el esquema de in-
seminacion con dos dosis de 5 x 10° espermatozoides
resulta el mas apropiado tanto para vaquillonas como
para vacas. No obstante, para nuestro pais la empresa
que produce semen sexado propone un esquema de in-
seminacion diferente. Recomienda utilizar cuatro dosis
de 10 x 10° espermatozoides cada una e inseminar al
momento de detectar el celo, a las 12 h con dos dosis y
por ultimo, a las 24 h. Ademas, se debe tener en cuenta
la historia reproductiva de la hembra en el momento
de elegir la donante, ya que no se usa semen sexado en
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Tabla 3. Resultados de diferentes trabajos en los que se utilizo se-
men sexado congelado/descongelado de diferentes toros en progra-

mas de fertilizacion in vitro.
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con semen convencional, independiente-
mente del toro y de la concentracion es-
permatica utilizada (p<0,05; Tabla 3).

En otro trabajo se empled semen

dosis ovocitos blastocistos

semen e oY ; bibliografia sexado de 6 toros Holstein para estudiar
inseminante inseminados (n) producidos (%) . .
- ™ 1 su eficiencia en un programa de produc-
S.5. Toro A IXIO(J " cion in vitro de embriones y comparar la
:Z :Froroi fxigé 45346 256’53b ) ultraestructura de estos embriones con la
: 'TorOB 1X1 ) . . - Mecizngo)zf)cols. de aquéllos producidos con semen con-
S.5. Toro X 06 30 0 . vencional ' . Los ovocitos (n: 1852) pro-
S.8. Toro B 2X106 83 IZ’OC venientes de animales de matadero, fue-
S.C. Toro B Ix10 345 28’821 ron divididos en 6 grupos y fecundados
S.S. ?mg 310 4’93 con semen sexado de 6 toros Holstein o
S.5. Toro 3(2)0 0’0* con semen convencional (n: 330 ovocitos)
S.5. Toro g 1108 310 O’Oa Palmaycols.  deuntoro control. Las tasas de division y
S.5. Toro x10 310 3.5 (2007) desarrollo a blastocistos fueron determi-
S.8. Toro E 302 B , nadas a los 2 y 7 dias post—inseminacion,
S.8. Toro 302 258 respectivamente. Cuando se utilizd se-
S.C. (control) 330 33,6° , .
men sexado, se observo una frecuencia
S.S?oro/]; 05105 137 12’7 Blondiny col.  significativamente alta de sesiones con-
S.8. Toro x 95 75 (2009) taminadas.
S.S. Toro C 155 8,8

La cantidad de ovocitos fecundados

S.S.: Semen sexado; S.C.: Semen convencional.

Letras diferentes difieren significativamente (p<0,05) dentro de cada toro,
Medina y cols. '; entre toros, Palma y cols. '°. * excluido del analisis esta-

distico por no presentar desarrollo embrionario.

vacas que vienen de dos o tres colectas negativas, es
decir, sin producir embriones viables con semen con-
vencional 7.

UTILIZACION DE SEMEN SEXADO EN
PROGRAMAS DE FERTILIZACION IN VITRO

La utilizacion de semen sexado en la produccion in
vitro de embriones permite disminuir el tiempo en el
que se logran determinados objetivos, por ejemplo, me-
jorar la calidad del rodeo e incrementar el numero de
animales que lo integran. Dado que los resultados que
se obtienen son variables, diversos investigadores han
efectuado estudios tendientes a mejorar las tasas de di-
vision y la calidad embrionaria. Los aspectos que se
han tenido en cuenta son: maduracion de los ovocitos,
proceso de sexado, concentracion espermatica, cultivo
de los embriones y criopreservacion de los mismos .

A continuacion se detallan diversos trabajos, en los
que se presentan resultados obtenidos con semen sexa-
do en la produccion in vitro de embriones.

En un estudio se utilizaron ovocitos obtenidos a par-
tir de ovarios de matadero y diferentes dosis de semen
sexado y convencional proveniente de dos toros Holan-
do Argentino ' . La concentracion de semen utilizada
fue de 1 o0 2 x 10 espermatozoides para semen sexado
y 1 x 10° espermatozoides para semen convencional. La
tasa de fertilizacion obtenida con semen sexado, ain
con la mayor dosis utilizada, fue menor que con el se-
men convencional: toro A, 31% versus 77,3% y toro B,
52% versus 78,5%, respectivamente (p<0,05). El desa-
rrollo embrionario con semen sexado fue mas bajo que

en cada gota, fue significativamente mas
baja con semen sexado (p<0,05). La tasa
de division con el semen sexado fue muy
variable; con algunos toros se obtuvieron
tasas que no difirieron del grupo control,
mientras que con otros las diferencias fueron altamente
significativas. Una situacion similar se observo cuando
se analizo la produccion de blastocistos (Tabla 3).

Por tiltimo, los estudios ultraestructurales indicaron
que algunos blastocistos producidos con semen sexado
presentaron mas desviaciones en el nimero y estructu-
ras de sus organelas, asi como més envolturas nucleares
dafiadas que los blastocistos del grupo control. En base
a los resultados, se concluyd que la tasa aceptable de
blastocistos obtenida en uno de los grupos, indica que
el semen sexado puede ser utilizado en la produccion in
vitro de embriones '¢ . Sin embargo, la alta variabilidad
de los resultados, la alta tasa de contaminacion, la re-
ducida capacidad fecundante y las alteraciones estruc-
turales, indican que se requieren mejoras adicionales
para minimizar el dafio de los espermatozoides durante
el proceso de separacion y conservacion, para su apli-
cacion con éxito en un programa comercial.

En otro ensayo se evalu6 el efecto del semen sexa-
do, congelado—descongelado en la produccion in vitro
de embriones "* . El estudio involucrd 16 partidas pro-
venientes de 4 toros. Los ovocitos fueron recolectados
de vacas Nelore por aspiracion folicular e inseminados
con semen sexado a una dosis de 1 x 10° espermato-
zoides. La cantidad de embriones viables difiri6 entre
toros con 26,4%, 28,3%, 32,9% y 36,8% de blastocistos
producidos para cada uno (p<0,05). Paralelamente, se
observo un efecto de las diferentes partidas de semen
congelado/descongelado de cada toro, con valores ex-
tremos de 10,3 y 32,9% para el toro A, 9,7 y 38,0% para
el toro B, 23,0 y 34,6% para el toro Cy 13,3 y 66,7%
para el toro D (p<0,01).
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En busca de determinar las mejores condiciones
para producir un alto porcentaje de blastocistos in vi-
tro, se analiz6 el uso de cuatro tipos de semen (sexado,
fresco y congelado, en una dosis de 1 x 10° espermato-
zoides totales y convencional, fresco y congelado, con
una concentracion final de 2 x 10° espermatozoides)
provenientes de tres toros Holstein 2 . En este trabajo
se evaluaron las tasas de division y de desarrollo hasta
blastocisto; paralelamente, los autores analizaron si el
sexado del semen provocaba dafios en el ADN de los
embriones.

La tasa de division embrionaria obtenida con se-
men sexado (80,6+3,2) fue mayor que la lograda con
semen convencional (68,2+4,5; p<0,01); no obstante,
los resultados fueron inversos cuando se analiz6 el por-
centaje de blastocistos (10,6+4,5 vs. 22,2433, respecti-
vamente; p<0,01). A su vez, los resultados del trabajo
demostraron un efecto significativo del toro sobre la
tasa de division embrionaria (p<0,05); no asi sobre la
produccion de blastocistos (Tabla 3).

Con respecto al analisis sobre motilidad, surgi6 que
la misma fue mayor en el semen convencional fresco
que en el sexado, congelado—descongelado (p<0,05). A
su vez, el semen fresco (sexado o convencional), mos-
tr6 menor porcentaje de espermatozoides con dafios
en sus membranas y menor actividad mitocondrial al
compararlo con semen congelado (sexado o no sexado).
Basado en ello, los autores postulan que el hecho de es-
tar afectada la calidad espermatica tanto por el proceso
de congelacion como por el sexado, explicaria en par-
te la escasa proporcion de blastocistos que se obtiene
cuando se utiliza semen sexado congelado. Otro dato
interesante que mostrd este trabajo, es que el semen
sexado no incremento el dafio del ADN al compararlo
con el convencional, lo que indicaria que el proceso en
si, no induce dafios en el mismo.

La técnica de fertilizacion in vitro permite analizar
diversos factores que podrian afectar en forma nega-
tiva los resultados de la utilizacion de semen sexado
en dicho proceso. Uno de los aspectos estudiados es la
concentracion de heparina que se utiliza durante la ca-
pacitacion espermatica dado que aun la concentracion
ideal para obtener 6ptima cantidad de blastocistos ne-
cesita ser ajustada > 3. El factor mencionado anterior-
mente, adquiere relevancia sobre todo considerando
que los espermatozoides que son sometidos al proceso
de sexado estan sujetos a condiciones que pueden in-
ducir su capacitacion en forma diferente a aquellos no
sexados ?'.

CONCLUSIONES

— La utilizacion de semen sexado en programas de
IA a celo detectado, realizadas en el cuerpo del utero,
utilizando dosis variables entre 1,5 y 6 x 10° espermato-
zoides, permite lograr porcentajes de prefiez que resul-
tan entre 5 y 35% inferiores a los obtenidos con semen
convencional. La utilizacion de semen sexado en IATF
es mas reciente, no obstante los resultados obtenidos
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son alentadores ya que se han logrado porcentajes de
prefiez similares a los registrados inseminando a celo
detectado.

— En programas de TE, el semen sexado se ha uti-
lizado tanto en inseminaciones a celo detectado como
en IATF; en la mayoria de estos trabajos se han obte-
nido resultados inferiores a los logrados con el semen
convencional. El hecho que se haya variado de manera
considerable el nimero de inseminaciones y las dosis
utilizadas en cada caso impide definir aun un protocolo
de trabajo recomendable para el semen sexado.

— En programas de FIV, el semen sexado ha sido
utilizado para fecundar ovocitos provenientes tanto de
ovarios de matadero como de animales vivos. El por-
centaje de blastocistos obtenido con el semen sexado
resultd siempre inferior al logrado con semen conven-
cional. Respecto a dicho porcentaje, un aspecto impor-
tante a destacar es el rango de variabilidad observado
en el semen sexado (0 a 25,8%), respecto al convencio-
nal (26,3 a 33,6%).

— En sintesis, es factible utilizar el semen sexado en
programas de IA, TE y FIV; no obstante, los resultados
generalmente son inferiores a los que se obtienen con
semen convencional y son afectados por numerosos
factores. Su conocimiento y control, sumados a avan-
ces en la metodologia de sexado permitiran mejorar la
situacion actual de la técnica.
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