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Resumen

La inseminacion artificial es una técnica utilizada en la produccion animal que cumple con la
finalidad del mejoramiento genético de los animales. En la literatura se detallan diversos protocolos
para realizar esta técnica en donde se describe que antes de introducir el semen en el tracto
reproductivo de la hembra debe realizarse un proceso de descongelamiento. En la mayoria de las
técnicas descritas este proceso se lo realiza introduciendo la pajuela de semen congelado en un
recipiente con agua caliente (varia de 37° a 70° centigrados). En la actualidad existe mucha
controversia si en realidad se necesita realizar este descongelamiento. Por este motivo es que el
presente trabajo de investigacion se disefié para realizar una comparacion del efecto que tiene en
la fertilidad la inseminacion artificial mediante un protocolo con semen congelado vs un protocolo
con semen descongelado. Para esto se seleccionaron 26 vacas Holstein, multiparas que se
encontraban entre los dias 48 y 52 post parto de dos haciendas particulares localizadas en la serrania
ecuatoriana. Se tomaron 13 vacas para ser inseminadas mediante el protocolo de inseminacion con
descongelamiento de pajuelas (protocolo tradicional); y las 13 vacas restantes se inseminaron con
las pajuelas congeladas (protocolo propuesto). La determinacion de la fertilidad se realizé mediante
un chequeo ginecologico basado en palpacion transrectal y ecografia a los 45 dias post
inseminacion. Posteriormente se procedio a realizar una prueba estadistica Chi-cuadrado en el
software Minitab para una comprobacion certera de los resultados. De los animales que fueron
inseminados con el protocolo tradicional el 38% quedaron gestantes. Mientras que en el otro grupo
de vacas que fueron inseminadas con el protocolo propuesto el porcentaje de gestacion fue de 46%.
Es decir, no se encontré una diferencia significativa entre ambos grupos (P=0,691). Por lo tanto,
se concluye que realizar el descongelamiento de semen de forma tradicional o no realizarlo en un
protocolo de inseminacidn artificial no tiene diferencias.

Palabras clave: Inseminacion artificial, semen congelado, semen descongelado, indice de
fertilidad.



Abstract

Artificial insemination is a technique that has been used in animal production and which fulfills
the purpose of genetic improvement of animals. Literature explains several protocols for
performing this technique, in which it is described that before introducing the semen into the
female's reproductive tract, a thawing process must be performed. In most of the techniques
described, this process is carried out by introducing the frozen semen straw into a container with
hot water (it may vary from 37 ° to 70 ° centigrade). Nowadays, a strong controversy has been
noted about whether this thawing is an essential procedure. For this reason, this research project
was designed to compare the effect of artificial insemination on fertility using a protocol with
frozen semen vs. a protocol with thawed semen. To carry out this research, 26 Holstein cows were
selected from two private farms located in the Ecuadorian highlands. They were multiparous cows
within day 48 and 52 of post-partum. 13 cows were taken to be inseminated using the insemination
protocol with straw thawing (traditional protocol); and the remaining 13 cows were inseminated
with frozen straws (proposed protocol). Fertility determination was performed by a gynecological
checkup based on transrectal palpation and ultrasound, 45 days after insemination. Subsequently,
a Chi-square test was performed in the Minitab software for an accurate check of the results. Out
of the animals that were inseminated with the traditional protocol, 38% got pregnant. On the other
hand, the group of cows that was inseminated with the proposed protocol showed a 46% of
gestation. That means that no significant differences were found between both groups (P = 0.691).
Therefore, it is concluded that the insemination protocol with straw thawing (traditional protocol)
and the insemination with frozen straws (proposed protocol) showed no differences for the purpose
of artificial insemination.

Key words: Artificial insemination, frozen semen, thawed semen, fertility index.
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INTRODUCCION

La técnica de inseminacion artificial (1A) se utiliza en la produccion animal con la finalidad
de generar una mejora genética en los animales. En teoria, esta técnica permite extraer el semen de
un animal macho reproductor de alta genética, diluirlo y realizar una crioconservacién. De esta
forma, se brinda la facilidad de transportar el semen al sitio de necesidad para que sea depositado
de manera manual en el Gtero de hembras que se encuentren en celo. El origen de la inseminacion
artificial no esté descrito a plenitud, sin embargo, se conoce que fue tardio ya que en el siglo XVI
se detallan procesos de extraccion de semen de caballo en un pafiuelo, para luego ser introducido
en la vagina de una yegua en celo consiguiendo fecundarla (Murifio, et al., 2008). Los datos
cientificos con respecto a la inseminacion artificial en la edad moderna son descritos por primera
vez en el afio de 1779, en varios escritos del profesor italiano Lazaro Spallanzi, el mismo que logré
fecundar una hembra canina para asi obtener la primera camada de cachorros en esta especie

mediante 1A (Ombelet y Van Robays, 2017).

El Shock térmico que se produce al someter al semen a varios cambios de temperatura
previo a la inseminacion artificial dentro de los protocolos tradicionales, tienden a ocasionar dafos
en el espermatozoide. La temperatura en la que reside el semen congelado dentro del tanque de
nitrogeno es de -190° C, en el momento que sale de este recipiente se genera la primera alteracion
térmica en la pajuela ya que esta pasa a estar a temperatura ambiental (Alvarez, 2008).
Posteriormente, los protocolos tradicionales indican que se debe realizar el descongelamiento del
semen en agua caliente (37° a 70°C) por un periodo determinado de tiempo (15 a 30 segundos),
dependiendo de la técnica a utilizar; produciendo un segundo cambio de temperatura en el semen.
El tercer cambio térmico se da cuando se expone al semen al ambiente luego de terminar con el

proceso de descongelamiento para preparar la pistola de inseminacién. Por Gltimo, se da un cuarto
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cambio cuando se ingresa la pistola cargada con la pajuela en la cavidad vaginal del animal. Pues
bien, la temperatura vaginal de las vacas se encuentra entre los 38,5° y 39° C; siendo esta similar
a la utilizada para el descongelamiento. Por este motivo, varios autores han sugerido que el
descongelamiento del semen se lo puede realizar de manera directa dentro del tracto vaginal del
animal (Diaz et al., 2011; Cabrera y Pantoja, 2012), y de esta manera evitar someter al semen a

mas cambios de temperatura.

Bernardi et al. (2015), realizaron un estudio en Argentina en donde evaluaron el efecto del
descongelamiento de semen (entre otros factores) y su influencia en el porcentaje de prefiez de
bovinos de leche, también determinaron que los cambios de temperatura a los que se le somete al
semen en los protocolos de inseminacion tradicionales, especificamente en el descongelamiento
del semen son un factor determinante en el porcentaje de prefiez de las vacas dentro del estudio.
En este trabajo, se indica que hacen falta investigaciones en las cuales sugieran que el
descongelamiento del semen previo a la inseminacion influencie directamente en el indice de
fertilidad en vacas lecheras. A raiz de esto se plantea la siguiente pregunta: ¢ El descongelamiento
del semen antes de la inseminacion artificial realmente favorece a la fertilidad de los animales si la

comparamos con un protocolo de inseminacion con semen sin descongelar?

En la actualidad, se ha incrementado notoriamente la demanda poblacional hacia alimentos
de origen animal que tengan calidad e inocuidad. Por lo cual es un reto importante para los
productores de este tipo de alimento el desarrollo e implementacion de nuevas y eficientes técnicas
que eleven los indices de produccion. El tamafio de las haciendas, la dificultad para el movimiento
de animales, diversas condiciones ambientales, entre otros factores, presentan condiciones
limitantes para seguir rigurosamente los protocolos tradicionales descritos para la inseminacién

artificial (Oses et al., 2009). Por estos motivos, el presente trabajo tiene como finalidad comparar
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el efecto en la fertilidad que posee la inseminacion artificial con semen descongelado vs la

inseminacién artificial con semen congelado en vacas Holstein.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién de animales
Para el presente trabajo se escogieron 26 vacas Holstein multiparas de 2 haciendas
particulares ubicadas en la region Sierra de Ecuador. Estas vacas se encontraban entre los dias 48

y 52 post parto.

Manejo reproductivo
Se realizd una rutina de sincronizacion para inseminar a todos los animales a tiempo fijo.

Esta rutina de sincronizacion se utiliza de forma regular en ambas haciendas.

La cual consistio en:

e Dia 0 (7 am): Colocacion de dispositivo de progesterona (Dispocel, DIB o DIR) +
administracion de 2 ml de Benzoato de estradiol.

e Dia 8 (7 am): Retiro del dispositivo de progesterona + administracion de 2ml de
prostaglandina f2a.

e Dia 9 (7 am): Administracién de 1 ml de Benzoato de estradiol.

e Dia 10 (11 am-1pm): Inseminacién artificial a tiempo fijo més aplicacion de GnRH.

Descongelamiento del semen
Se inseminaron 13 vacas mediante el protocolo tradicional utilizado en las haciendas en el
que se incluia el descongelamiento de las pajuelas, mientras que 13 vacas se inseminaron obviando

el descongelamiento del semen previo a la inseminacion.
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Para el descongelamiento del semen en ambas haciendas se utilizé el siguiente protocolo:

e Las pajuelas permanecian en refrigeracion en el interior de un termo de nitrogeno
liquido a una temperatura aproximada de -190° C. Se tom6 una pajuela de 0,25 ml
con semen congelado, se la extrajo del termo de nitrogeno y se introdujo en un
recipiente con agua caliente a una temperatura de 37,7°C por un tiempo de 35
segundos.

e Posteriormente se procedié a cargar la pistola usando la pajuela ya descongelada

(Witt, 2013).

Para realizar el protocolo de inseminacion artificial sin el descongelamiento del semen, se extrajo

la pajuela del termo de nitrégeno y se procedié a cargar la pistola.

Inseminacion artificial
El Protocolo de inseminacion artificial que se utilizd en ambas haciendas es el recto vaginal

(Hernandez, 2009).

Diagnostico de gestacion
La determinacidn de la fertilidad se realizé mediante un chequeo ginecologico por palpacion rectal

y ultrasonografia.

Tabulaciéon de datos

Se procedio a recolectar los datos y tabularlos en el programa informatico Excel.

Anadlisis estadistico

La prueba estadistica que se aplico fue Chi cuadrado en el software estadistico Minitab 2018.



De todos los animales que fueron inseminados con el protocolo tradicional utilizado en las
haciendas (semen descongelado) el 38% quedd gestante. Mientras que del grupo de animales que
se inseminaron con el protocolo propuesto (semen congelado), el 46% quedd gestante. No se

encontraron diferencias significativas de los resultados entre ambos grupos (P=0,691; Ilustracion

1).

Tabla 1: Resultados de gestacion con la pajuela congelada. (Protocolo propuesto).

RESULTADOS

Numero | Tipo de Pajuela | Resultado de gestacion
16 Congelada NO
24 Congelada Sl
27 Congelada NO
29 Congelada Sl
36 Congelada NO
51 Congelada NO
78 Congelada Sl
102 Congelada NO
112 Congelada NO
71 Congelada Sl
12 Congelada SI
39 Congelada Sl
40 Congelada NO




Tabla 2: Resultados de gestacion con la pajuela descongelada (Protocolo tradicional).

NUmero Tipo de Pajuela Resultado de gestacion
1 Descongelada Sl
12 Descongelada NO
19 Descongelada Sl
20 Descongelada NO
25 Descongelada NO
33 Descongelada NO
34 Descongelada Sl
47 Descongelada Sl
53 Descongelada NO
86 Descongelada NO
49 Descongelada Sl
70 Descongelada NO
73 Descongelada NO

llustracion 1: Datos comparativos de prefiez con semen congelado y descongelado en ambas

haciendas
Grupo n Gestantes Porcentaje*
Semen Congelado 13 6 46
Semen Descongelado 13 5 38

*no se encontro diferencia significativa (P=0.691)

En el presente proyecto de investigacién no se encontro una diferencia significativa en la
fertilidad de animales que fueron inseminados con semen congelado (protocolo propuesto), al ser
comparados con aquellos animales que fueron inseminados con semen descongelado (protocolo
tradicional). El resultado del presente estudio guarda semejanza con una publicacion anterior (Diaz

etal., 2011), en donde de manera similar no se encontraron diferencias significativas entre animales

DISCUSION Y CONCLUSION

15

inseminados con semen descongelado vs semen congelado (57,6% en el primer grupo y 52% en el
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segundo grupo; P=0,68). Partiendo de estas observaciones se puede pensar que posiblemente no

sea necesario descongelar el semen dentro de un protocolo de inseminacion artificial.

En varios reportes de investigaciones en donde se evalta el efecto del estrés calorico y
cambio de temperatura en el semen se detallé que estos factores tienden a activar marcadores
apoptéticos de los espermatozoides eyaculados y afectar en la espermatogénesis del toro. (Martin
et al., 2007; Ball 2008; Brum et &l., 2008). Por estos motivos, es factible suponer que mientras a
mas cambios de temperatura sea sometido el semen antes de realizar el proceso de inseminacion,
existira una mayor probabilidad de dafio estructural. También se puede pensar que al no
descongelar el semen previo al depdsito dentro del tracto reproductivo de la hembra se puede

disminuir esta probabilidad.

En términos generales, en la mayoria de las investigaciones en donde se compara la
fertilidad del semen sometido a diferentes cambios de temperatura, indiferentemente si este es
protegido, inmovilizado o crio-preservado en gel de alginato para ampliar su viabilidad por al
menos 48 horas a condiciones térmicas similares a las fisioldgicas en bovinos (Alm-Kristiansen et
al., 2017); o en la inseminacion con semen congelado y descongelado en humanos (Wolf et al.,
2001), estas no presentan diferencias significativas, al igual que en el presente trabajo de

investigacion.

Por lo tanto, se concluye que la fertilidad en vacas Holstein que fueron inseminadas con
semen congelado (protocolo propuesto), no difiere con aquellas que fueron inseminadas con semen

descongelado (protocolo tradicional).
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