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RESUMEN

La técnica OPU (Ovum Pick-Up) permite obtener ovocitos de animales vivos para la fecundacién (FIV) y
produccion in vitro de embriones (PIV). El objetivo del trabajo ha sido evaluar el rendimiento de la OPU en
vacas de raza Murciano-Levantina (M-L), con el fin de recuperar ovocitos para la preservacion de esta raza en
peligro de extincion.

Se seleccionaron 2 vacas M-L, Madrofia y Unicornio, de 13 y 6 afios, respectivamente, que fueron someti-
das a un protocolo de estimulacién hormonal con FSHp (Pluset®) durante 4 semanas, con un total de 4 sesiones
de OPU/animal. Los ovocitos recuperados fueron cuantificados y clasificados en 5 grados (I a IV y degenera-
dos) segtin su calidad ovocitaria. Los ovocitos viables (grados I a III) fueron vitrificados o madurados in vitro
para posterior FIV y PIV.

Se obtuvieron un total de 108 ovocitos, 34,26% de Madroiia y 65,74% de Unicornio, de los cuales 92
(85,18%) fueron viables. El nimero medio de ovocitos totales (p = 0,03) y viables (p = 0,02) fue superior en
Unicornio comparado con Madroria. Se obtuvieron significativamente mds ovocitos grados I (p = 0,04) y Il
(p = 0,03) de Unicornio que de Madroiia, y no se encontraron diferencias significativas para ovocitos grado
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IL, IV y degenerados. En Madroiia, el mayor nimero de ovocitos obtenidos fue grado III, con diferencias sig-
nificativas (p = 0,03) entre este grupo y ovocitos grado I, IV y degenerados. En Unicornio, el mayor nimero
de ovocitos fue grado III, con diferencias significativas (p = 0,02; p = 0,03), entre éste y ovocitos grado IV y
degenerados.

Este estudio demuestra que la OPU puede aplicarse con éxito en vacas M-L. Los resultados obtenidos
muestran que existe variabilidad entre donantes en el nimero y calidad de ovocitos recuperados. Resultarfa
conveniente optimizar los protocolos de conservacion genética en esta raza.

Palabras clave: vaca, raza Murciano-Levantina, ecografia, FSH, OPU, foliculos, ovocitos.

ABSTRACT

The OPU (Ovum Pick-Up) technique makes it possible to obtain oocytes from live animals for fertilization
(IVF) and in vitro embryo production (IVP). The aim of this study was to evaluate the performance of OPU in
Murciano-Levantina (M-L) cows, to recover oocytes for the preservation of this endangered breed.

Two M-L cows, Madrofia and Unicornio, aged 13 and 6 years, respectively, were selected and subject-
ed to a hormonal stimulation protocol with FSHp (Pluset®) for 4 weeks, with a total of 4 OPU sessions/
animal. The oocytes recovered were quantified and classified into 5 grades (I to IV and degenerated)
according to their oocyte quality. Viable oocytes (grades I to III) were vitrified or matured in vitro for
subsequent IVF and IVP.

A total of 108 oocytes were obtained, 34.26% from Madroiia and 65.74% from Unicornio, of which
92 (85.18%) were viable. The mean number of total (p = 0.03) and viable (p = 0.02) oocytes was higher
in Unicornio compared to Madrorfia. Significantly more grade I (p = 0.04) and III (p = 0.03) oocytes were
obtained from Unicornio than from Madroiia, and no significant differences were found for grade II, IV and
degenerated oocytes. In Madroria, the highest number of oocytes obtained was grade III, with significant
differences (p = 0.03) between this group and grade I, IV and degenerated oocytes. In Unicornio, the highest
number of oocytes was grade III, with significant differences (p = 0.02; p = 0.03) between this group and
grade IV and degenerated oocytes.

This study demonstrates that OPU can be successfully applied in M-L cows. The results obtained show that
there is inter-donor variability in the number and quality of oocytes retrieved. It would be desirable to optimise
genetic conservation protocols in this breed.

Keywords: cow, Murciano-Levantina breed, ultrasound, FSH, OPU, follicles, oocytes.

INTRODUCCION

El sector bovino en Espafia cuenta con un
censo estable en torno a los 6,5 millones de
cabezas, distribuidas en unas 140 mil explota-
ciones, lo que refleja la relevancia econdémica
y social de este sector (MAPA, 2024). Den-
tro de este contexto, la raza bovina Murciano-
Levantina (M-L), adaptada a las condiciones
climaticas y geogréficas de la Regién de Mur-
cia, se encuentra en peligro de extincién. La

preservaciéon de esta raza autéctona es de vi-
tal importancia para mantener la biodiversidad
ganadera y conservar un patrimonio genético
unico (Almela et al., 2011).

Hoy en dia, la raza M-L cuenta con menos
de 40 ejemplares, lo que la sitda en una situacién
critica segin la Sociedad Espafiola de Recursos
Genéticos Animales (SERGA), siguiendo los cri-
terios establecidos por la FAO (Food and Agri-
culture Organization). En la Tabla 1 se observa
la evolucién del nimero de cabezas de la raza
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Tabla 1. Censo de la raza M-L en los 10 ultimos afos. ([Datos Censales (Murciana-Levantina)] -

Ganaderia - mapa.gob.es)

ANO 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
HEMBRAS 27 32 16 14 14 24 28 18 32 32 30
MACHOS 5 5 6 9 5 6 6 4 19 19 9
TOTAL 32 37 22 23 19 30 34 22 51 51 39

bovina M-L en Espafia durante los tltimos 10
afios (Datos Censales Murciana-Levantina).

Las instituciones oficiales han propuesto un
programa de Conservacién, Mejora y Fomento
de las Razas Ganaderas (R.D. 2129/2008) con
el objetivo de lograr un centenar de ejemplares
de la raza M-L, para sacarla del peligro extremo
de extincion en el que se encuentra. El principal
inconveniente radica en el alto grado de consan-
guinidad debido a su escasa poblacién. Por esta
razén, se ha sugerido implementar un programa
que cruce la raza M-L con otra similar, con
ascendencia comun. Después de cuatro genera-
ciones de retrocruce con semen de toro M-L, se
pueden obtener animales con un porcentaje sig-
nificativo de genes de la raza, lo que les permite
integrarse en el registro del Libro Genealdgico
(Programa de Cria para la raza bovina M-L).

Actualmente, se combina la monta natural de
sementales de la raza y la inseminacidn artificial
(IA), pero esto no es suficiente para su manteni-
miento. Por lo tanto, es crucial adoptar medidas
de conservacién ex situ, como la criopreserva-
cién de gametos y la produccion in vitro (PIV) de
embriones, para su posterior crioconservacion o
transferencia a receptoras bovinas de otras razas.
El banco de germoplasma del Instituto Murciano
de Investigaciones Agrarias y Agroalimentarias
(IMIDA) es muy limitado y resulta urgente am-
pliar la actual reserva de gametos. Por esta razon,
el empleo de técnicas de obtencion de ovocitos
directamente de hembras reproductoras vivas me-
diante puncién folicular transvaginal ecoguiada
(Ovum Pick-Up: OPU), sometidas previamente a
estimulacién hormonal, resulta de un gran interés.

Los ovocitos inmaduros asi obtenidos serian suje-
tos a técnicas de reproduccion asistida como son
la maduracién, fecundacién y cultivo embrionario
in vitro (Ruiz & Poto, 2017).

Existen diversas clasificaciones de ovocitos
bovinos obtenidos por OPU. En la clasificacién
de la International Embryo Transfer Society
(IETS) (Demetrio & Barfield, 2021) los ovoci-
tos son categorizados en cinco grados (grados
I a IV y ovocitos degenerados), basados en el
grado de expansion, nimero de capas de células
del cumulus y en la granulacién y color del oo-
plasma (Tabla 2). Esta clasificacion permite de-
terminar qué ovocitos se consideran aptos para
la PIV. De tal forma, los ovocitos de los grados
I, I y IIT son considerados aptos para ser ma-
durados (MIV) y fecundados in vitro (FIV) para
posteriormente cultivar in vitro los embriones
resultantes. Sin embargo, los ovocitos de grado
IV y degenerados no se emplean para la PIV,
debido a que se consideran no viables.

La estimulacién ovdrica con la hormona
foliculo-estimulante (FSH) resulta ser eficaz
en la mejora del rendimiento de la OPU, ya que
seglin varios estudios, incrementa el nimero
de ovocitos obtenidos (Chacén et al., 2004;
Roover et al., 2008; Sendag et al., 2008). Se
pueden realizar protocolos de OPU sin esti-
mulacién ovdrica, sin embargo, el rendimiento
sin estimulacion hormonal, es decir, el nu-
mero de complejos cumulus-ovocito (COCs,
cumulus-oocyte complexes) viables obtenidos
por sesiéon de OPU por animal es inferior a los
obtenidos en vacas estimuladas con FSH (Ruiz
et al., 2009).
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Tabla 2. Clasificacién de los complejos cumulus-ovocito (COCs) (Demetrio & Barfield, 2021).

Grado Descripcién

e Mis de 3 capas compactas de células del cumulus.

! * Ooplasma denso con granulacién uniforme.
* 16 2 capas de células del cumulus.

1I * Ooplasma denso con granulacién uniforme.
Incluye ovocitos de grado I con ooplasma granulado.
Menos de 1 capa completa de células del cumulus.

I .
Incluye ovocitos de grado II con ooplasma granulado.
Células del cumulus expandidas, a veces aglutinadas.

v .
Incluye ovocitos de grado III con ooplasma granulado.
Células del cumulus fusionadas.

Degenerado

Ooplasma retraido o claro.

Cada protocolo presenta ventajas y des-
ventajas (Roover et al., 2008; Ruiz et al.,
2009; Romero et al., 2011). El protocolo de
OPU sin estimulacién hormonal tiene menor

coste y mantiene el ciclo ovarico natural. No
obstante, posee un rendimiento inferior en
la obtencién de COCs por sesién de OPU y
representa una mayor carga de trabajo. Por
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otro lado, la OPU con estimulacion hormonal
permite una mejor sincronizacién del ciclo
ovdrico e incrementa el nimero de COCs
obtenidos por sesioén. En el presente trabajo,
se ha utilizado un protocolo de estimulacién
hormonal con FSH de origen porcino (FSHp,
Pluset®), que ha demostrado previamente su
eficacia en el incremento de foliculos ovéri-
cos aspirables por OPU para la obtencién de
ovocitos (Romero et al., 2011).

Ademads de la estimulacién hormonal, el
seguimiento ecogrifico es crucial para moni-
torizar el crecimiento folicular y determinar el
momento 6ptimo para la aspiraciéon ovocitaria
mediante OPU (Figura 1).

Los resultados obtenidos en la OPU se en-
cuentran influidos por una gran cantidad de
factores tanto técnicos como bioldgicos. A ni-
vel técnico, debemos considerar el modelo de
transductor o sonda ecogréfica, las agujas de
aspiracion, la presién de vacio empleada y la
habilidad del operador. Mientras que, a nivel
biolégico, se deben tener en cuenta factores
tales como son la frecuencia de puncion, el
estado fisiol6égico y las variaciones debidas

4, mindray
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al propio individuo: edad, raza y al grado de
estimulaciéon hormonal de la hembra donante
(Ruiz, 2020).

El nimero de embriones bovinos transferi-
bles producidos in vitro mediante OPU se ha
visto incrementado un 14,35% a nivel mundial
en el afio 2023 con respecto a 2022 (1.862.504
vs 1.595.204). Por el contrario, se ha produci-
do un descenso (6,33%), en el nimero de em-
briones transferibles obtenidos in vivo median-
te protocolos de superovulacién y transferencia
de embriones (MOET) (371.138 vs 396.247)
comparando estos mismos afios (Viana, 2023;
2024), lo que demuestra la importancia de la
técnica de OPU en los procesos de PIV en la
especia bovina.

El objetivo principal de este trabajo ha con-
sistido en evaluar el rendimiento de la OPU en
vacas de raza M-L, mediante la estimulacion
ovérica con FSHp (Pluset®). Utilizando técni-
cas avanzadas de reproduccion asistida, como
la OPU, se busca incrementar la cantidad y ca-
lidad de los ovocitos recuperados para la pos-
terior PIV de embriones de esta raza en peligro
de extincién.

20240506-090446-263D 06/05/2024 09:04:45
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Figura 1. Ecografia de ovario bovino de foliculos en crecimiento con sus medidas (izq.). Ecografia
de ovario superovulado (dcha.) (Fuente: elaboracion propia).
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MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos experimentales
realizados en este trabajo han seguido los re-
querimientos técnicos aprobados por el Comité
Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de
la Universidad de Murcia (UMU), con el cédi-
go CEEA 827/2023.

1. Animales

El estudio se realizé con dos vacas de raza
M-L, llamadas Madroria (Figura 2) y Unicornio
(Figura 3), de 13 y 6 afios de edad, respectiva-
mente (Tabla 3). Ambas vacas fueron propor-
cionadas por la Asociaciéon de Criadores de la
Vaca Murciano-Levantina (AVAMUR) y aloja-
das en la Granja Docente Veterinaria (GDV)
de la UMU. Los animales fueron sometidos a
un protocolo de estimulacién ovérica con FSHp
(Pluset®) y a cuatro sesiones de OPU.

Figura 2. Madrofa (Fuente: elaboracion propia).

2. Disefio Experimental y Protocolo de Esti-
mulaciéon Hormonal

Antes de iniciar el protocolo, se realizaron
evaluaciones ecograficas para determinar el es-
tado de los ovarios y el momento del ciclo re-
productivo de cada vaca (Figura 1). Se adminis-
traron 4 mL (0,075 mg/mL) via i.m. de PGF2a
(Dalmaprost®, Fatro Ibérica, Barcelona), una
prostaglandina sintética de tltima generacion a
base de D-cloprostenol, con actividad luteoliti-
ca y uteroténica. La administracién de PGF2a
se llev a cabo sélo antes de la 1* sesién de
OPU. Dos dias después, se administraron 2 mL
(25 pg/mL) de lecirelina i.m. (Dalmarelin®, Fa-
tro Ibérica, Barcelona), un andlogo de GnRH
para inducir la ovulacién.

La estimulaciéon hormonal se llevé a cabo
36 h después de la inyecciéon de GnRH, admi-
nistrando 500 UI de FSHp (Pluset®, Calier, Bar-
celona) por vaca via i.m., distribuidos en dosis
decrecientes durante tres dias consecutivos.
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Figura 3. Unicornio (Fuente: elaboracion propia).

Tabla 3. Datos de interés de las vacas M-L incluidas en el estudio.

Nombre Madroiia Unicornio
Fecha nacimiento 10/04/2011 11/07/2018
Edad 13 aflos 6 afios
Calificacién morfolégica 92 puntos 94 puntos
Numero de partos 2

Las sesiones de OPU se realizaron todos los
lunes durante cuatro semanas consecutivas, en
el periodo comprendido entre el 6 y el 27 de
mayo de 2024. El protocolo especifico de esti-
mulacién hormonal fue el siguiente (Tabla 4):
e Dia 1 (Viernes): Primera inyecciéon de
FSHp (3,5 mL, 175 UI de FSHp).
e Dia 2 (Sdbado): Segunda y tercera in-
yecciones (3 mL, 150 Ul y 2 mL, 100
UI, respectivamente).
¢ Dia 3 (Domingo): Cuarta inyeccion (1,5
mL, 75 UI).

3. Procedimiento de OPU

Para el desarrollo de la experiencia, los ani-
males se llevaron a la sala de exploracion de la
nave de ganado bovino de la GDV, que cuenta
con un potro de contencién con medidas de se-
guridad adecuadas para limitar los movimientos
excesivos del animal y evitar que interfieran y
dificulten la manipulacion y e interpretacion de
las imdgenes ecogréficas.

Previo al estudio ecogrifico, se vacié el
recto de heces para conseguir mayor contacto
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Tabla 4. Planificacién semanal del protocolo de estimulacién hormonal.

Dia Maiiana (8:00 h) Tarde (20:00 h)
Martes PGF20 Dalmaprost® (2 mL) -
Jueves GnRH Dalmarelin® (2 mL) -

PGF20 Dalmaprost® (2 mL)

Viernes
Sédbado
Domingo

Lunes

FSHp Pluset® (3 mL) 150 UI
FSHp Pluset® (1,5 mL) 75 Ul -
OPU

FSHp Pluset® (3,5 mL) 175 UI
FSHp Pluset® (2 mL) 100 UI

entre el transductor y la mucosa rectal y obte-
ner una mejor imagen. Después, se realizé una
palpacién rectal del tdtero y la localizacién de
los ovarios. Para las revisiones ecogréficas, se
empled un ecografo portatil DP-50 Vet Mindray
(Mindray, Shenzhen, China) equipado con una
sonda lineal endorrectal (5-7,5 MHz). El se-
guimiento ecogrifico se llevé a cabo el mismo
dia que se inicié el protocolo hormonal, con
el objetivo de evaluar el estado de los ovarios
antes de comenzar el ciclo. El examen ecogra-
fico comenz6 siempre con el ovario derecho,
procediéndose a observar y contabilizar los fo-
liculos en crecimiento, dominantes y la posible
presencia de cuerpos liteos (Figura 1).

Una vez en el potro de contencion, se admi-
nistraron a las hembras 0,90 mL (0,25 mL/100
kg p.v.) de xilazina via i.m. (20 mg/mL; Xila-
gesic®, Calier, Barcelona). Posteriormente, se
aplicaron 5 mL de lidocaina al 2% (Anesvet,
Ovejero, Le6n) por via epidural. Ademads, para
inducir analgesia y prevenir la respuesta infla-
matoria, se administrd acido tolfendmico (Al-
genamic®, Fatro Ibérica, Barcelona) a una dosis
de 25 mL/vaca (40 mg/mL) via i.m. Una vez
tranquilizado el animal, se procedié a vaciar el
recto y limpiar la zona perineal y la vulva con
agua tibia y jabon para iniciar la OPU.

En el procedimiento de OPU y para la vi-
sualizacion de los foliculos ovdricos, se empled
un ecdgrafo FalcoVET (Esaote-Pie Medical

BV, Maastricht, Paises Bajos) equipado con
una sonda transvaginal (Pie Medical R-10) de
5-7,5 MHz, montada en un mango o ‘“hand-
grip” de 60 cm, donde se coloc6 la guia de
puncién. El mango se lubric6 con gel y fue
cubierto con una funda pldstica sanitaria des-
echable. En la guia de puncién se introdujo una
aguja desechable Sterican (18G 1,2x40 mm, B.
Braun, Barcelona), conectada a un tubo estéril
de 50 mL mediante una cdnula de teflon. Para
realizar la aspiracidn, se utilizé una bomba de
vacio (Aspirator 3, Labotect GmbH, Gottingen,
Alemania), accionada con un pedal, conectada
al tubo de recogida, que aplica una fuerza de
succién constante de 70 mm Hg y un flujo de
20 mL/min.

Se aplicé povidona yodada como antisépti-
co en la zona vulvar y se introdujo el mango por
via vaginal. Con la mano izquierda, mediante
palpacién rectal, se acercaron los ovarios a la
sonda y con la derecha se manipuld el mango.
Una vez obtenida la imagen del ovario, se rea-
liz6 la puncién de los foliculos y se aspird su
contenido presionando el pedal de la bomba.

4. Manipulacion y Clasificacion de Ovocitos

El contenido folicular se recogié en tubos
Corning de 50 mL con solucién salina tampo-
nada con fosfato (PBS; Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Sigma-Aldrich) suplementa-
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da con heparina al 0,01% (Thermo Scientific
Chemicals) y un 1% de suero fetal bovino (HI
FBS, Capricorn Scientific), mantenido a 38°C
en un bafio termostatico. Conforme se llenaban
los tubos, se transportaron al laboratorio para la
recuperacién y clasificacién de los COCs.

El liquido obtenido se pasé por un filtro de
50 um y se realizaron varios lavados con la
solucion de PBS, con el fin de eliminar restos
de sangre y otras células. Una vez lavado y
filtrado, el liquido se trasladé a una placa de
Petri para localizar los COCs bajo una lupa
estereoscopica. Posteriormente, los COCs se
lavaron en medio COW-WASH-LYO® (Embr-
yocloud) y se transfirieron a criotubos con ese
mismo medio para su transporte en incuba-
dor portétil (Embryonentransp, Minitube, Tie-
fenbach, Alemania) a otro laboratorio, donde
se contabilizaron y clasificaron en cuanto al
grado de calidad ovocitaria.

El nimero total (viables y no viables) y el
grado de ovocitos recuperados se determind
para cada donante y sesién de OPU. Los ovoci-
tos se clasificaron, segin la IETS (Demetrio &
Barfield, 2021; Tabla 2), como ovocitos viables
(grados I, I y III) y no viables (grado IV y
degenerados). Siendo uno de nuestros objetivos
el aumentar la poblacién de individuos de la
raza M-L, se decidié6 madurar in vitro y fecun-
dar in vitro con semen de toro M-L, una parte
de los ovocitos viables obtenidos (n=30) y se
vitrificaron para su crioconservacion en NL, los
ovocitos restantes (n=62).

5. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados uti-
lizando el software PAST v4.17. Se aplicaron
pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para
determinar la distribucion de los datos. Las
comparaciones entre dos grupos se realizaron
mediante pruebas ¢ de Student o de Mann-
Whitney segtn la distribucion de los datos. Las
comparaciones entre mds de dos grupos se rea-
lizaron mediante ANOVA seguido de pruebas

de Tukey. En todos los casos, se consider6 un
nivel de significacién de p < 0,05.

RESULTADOS

En las cuatro sesiones de OPU realizadas se
obtuvieron un total de 108 ovocitos, de los cuales
92 de ellos (85,18%) fueron viables (grados I, I
y III). El niimero medio de ovocitos totales recu-
perados por sesiéon de OPU fue de 13,50 + 6,72,
observandose una diferencia significativa entre las
dos vacas (Tabla 5). El nimero medio de ovo-
citos totales recuperados de Unicornio (17,75 +
6.90) fue significativamente superior (p = 0,03)
al obtenido de Madroriia (9,25 = 3,10) (Tabla 5).
Del mismo modo, el nimero medio de ovocitos
viables de Unicornio (15,75 + 7,80) fue superior
(p =0,02) al de Madroria (7,25 +2,06) (Tabla 5).

En Unicornio se observé una tendencia a la
disminucion en el nimero de ovocitos recupe-
rados después de la primera sesiéon de OPU, que
posteriormente, se mantuvo estable en las sesio-
nes siguientes (Figura 4). En Madroria, excepto
en la 2% sesién en la que se produjo un descenso
del nimero de ovocitos, el nimero de ovocitos
totales recuperados fue estable en el resto de
sesiones de OPU (Figura 4).

Con respecto a la calidad ovocitaria, se ob-
tuvo un mayor nimero (p = 004 y p = 0,03,
respectivamente) de ovocitos grado Iy grado III
de Unicornio que de Madroiia. No se encontraron
diferencias significativas entre las vacas para los
ovocitos de grados II, IV y degenerados (Tabla 5).

Ademads, se comparo la calidad de los ovoci-
tos obtenidos de una misma vaca en el total de
las sesiones de OPU. En Madroiia, el nimero
de ovocitos obtenidos de grado III, fue signifi-
cativamente superior (p =0,03) a los de grado I,
IV y degenerados, no observandose diferencias
significativas entre el nimero de ovocitos de
grados II y III. En cuanto a Unicornio, el ma-
yor nimero de ovocitos obtenidos fue también
de grado III, observdndose diferencias signifi-
cativas con ovocitos de grado IV (p = 0,02) y
degenerados (p = 0,03).
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Tabla 5. Nimero de ovocitos recuperados en las sesiones de OPU clasificados segtn el grado de
calidad ovocitaria.

VACAS
MADRONA UNICORNIO
Cali.dad. N° ovocitos Media N° ovocitos Media pvalor TOTAL
ovocitaria
+SD +SD
Grado | 42 1,00 £ 0,82* 14 3,50 +1,73% 0,04 18
Grado 11 102 2,50 +191 21%® 525+4,72 0,32 31
Grado III 15° 3,75 +£0,50% 28 7,00 + 1,82% 0,03 43
Grado IV 4a 1,00 £ 0,82 30 0,75 +0,96 0,70 7
Degenerados 42 1,00+ 141 5b 1,25+1,89 0,86 9
Ovocitos totales 37 9,25 + 3,09% 71 17,75 £ 6,90% 0,03 108
Ovocitos viables 29 7.25 +2,06* 63 1575£780% 002 92

La media + desviacion estdndar (SD) refiere el niimero medio de ovocitos recuperados por cada sesion de OPU.

*: indica diferencias significativas entre las vacas dentro de las mismas calidades ovocitarias y en los ovocitos totales y
viables (p < 0,05).

@b: distintos superindices indican diferencias significativas entre las distintas calidades ovocitarias dentro de la misma
vaca (p < 0,05).

30
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Figura 4. Evolucion del nimero de ovocitos totales por vaca y sesién de OPU.



AN. VET. (MURCIA) 39: 1-15 (2025). VACA MURCIANO-LEVANTINA: OPU Y RESPUESTA A FSHp (Pluset®). METONY, O., ET AL 11

DISCUSION

En este trabajo se ha comparado el niimero
y calidad de los ovocitos obtenidos por OPU
en dos vacas de la raza M-L. En relacién con el
nimero de ovocitos totales recuperados, la me-
dia conjunta de nuestras dos vacas fue de 13,50
+ 6,72 ovocitos por sesién de OPU. Estos resul-
tados fueron similares a otro estudio en vacas
M-L con protocolo de estimulacién hormonal
en el que obtuvo una media de ovocitos totales
de 10,70 = 2,30 (Romero et al., 2012). Nuestros
resultados también son comparables con otros
estudios que utilizaron estimulacién hormonal
en diferentes razas de B. taurus, con valores
que fluctuaron entre 8,20 + 1,20 y 11,80 + 8,20
(Chaubal et al., 2006; Roover et al., 2008; Ro-
mero et al., 2011; Morera-Jiménez et al., 2022).
Sin embargo, si analizamos nuestros resultados
individualmente para cada donante, el niime-
ro medio de ovocitos recuperados por sesion
de OPU en Unicornio resultd bastante superior
(17,75 + 6,90) a las medias obtenidas por los
autores mencionados anteriormente; mientras
que de Madroiia (9,25 + 3,09) se obtuvieron
resultados similares.

Tanto la especie donante (Bos taurus o Bos
indicus) como la raza dentro de la misma es-
pecie influyen en el proceso de obtencién de
ovocitos. Las vacas de la especie B. indicus
tienden a tener ondas foliculares mas numero-
sas y un mayor nimero de foliculos més pe-
quefios en comparacién con las vacas B. taurus
(Ruiz, 2020).

Ademads de la especie, factores tales como
son las variaciones individuales, los tratamien-
tos hormonales y la edad pueden influir en el
nimero de ovocitos obtenidos (Ruiz, 2020).
Respecto a las variaciones individuales, se ha
observado que la concentracién de hormona
antimiilleriana (AMH) podrfa influir en la po-
blacién folicular y, por lo tanto, en el nimero
de ovocitos ovaricos (Vernunft et al., 2015).
No obstante, esta relacién todavia no estd muy
clara y se deben realizar mas estudios. Vernun-

ft et al. (2015) categorizaron las vacas de raza
Holstein, en grupos de buenas o malas donan-
tes de ovocitos de OPU, en relacion con los
niveles de AMH en el plasma. En este estudio,
en las vacas con un nivel bajo (< 0,236 ng/
mL) de AMH se obtuvieron menos ovocitos
en comparacién con las vacas con nivel alto (=
0,410 ng/mL) de AMH (5,70 + 0,50 vs 8,20 =
0,80, respectivamente) (Vernunft et al., 2015).
Considerando la diferencia en el nimero de
ovocitos obtenidos de nuestras vacas, seria re-
levante medir los niveles de AMH para ver
si su concentracién estd relacionada con los
resultados de nuestro estudio.

En cuanto al efecto de los tratamientos hor-
monales, varios investigadores han concluido
que la estimulacién con gonadotropinas en los
protocolos de OPU tiene efectos positivos en
comparacién con animales que no son someti-
dos a estimulacion hormonal (Goodhand et al.,
2000; Roover et al., 2008; Sendag et al., 2008;
Aller et al., 2010). Dependiendo de los estu-
dios, se ha comprobado que podria aumentar la
poblacién folicular, el nimero de ovocitos recu-
perados y mejorar la calidad de los ovocitos ob-
tenidos (Sendag et al., 2008; Aller et al., 2010).

Se han realizado diferentes estudios acerca
de la calidad de los ovocitos obtenidos me-
diante OPU con tratamiento de FSH (Sendag
et al., 2008; Aller et al., 2010; Giraldo & Or-
doniez, 2017; Morera-Jiménez et al., 2022).
No obstante, algunos de ellos no utilizan el
mismo protocolo de estimulacién hormonal
o la misma clasificacién que hemos seguido
en nuestro trabajo. Giraldo & Ordoifiez (2017)
compararon la calidad de los COCs obtenidos
por OPU con un protocolo de estimulacién uti-
lizando solamente FSH, con otro combinando
FSH y hCG, con el que obtuvieron una mayor
calidad ovocitaria (grados I + II) comparado
con el tratamiento solo de FSH, con el que
no obtuvieron ningin ovocito de grado 1. Al
igual que en el protocolo de FSH del estudio
de Giraldo & Ordoifiez (2017), en nuestro es-
tudio, el mayor porcentaje de ovocitos viables
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fue de grado III. Sin embargo, en nuestro es-
tudio un 16,67% de los ovocitos viables fue de
grado I. Por otra parte, Morera-Jiménez et al.
(2022) compararon la cantidad y calidad de los
ovocitos obtenidos por OPU, antes y después
de un protocolo de estimulacién hormonal con
GnRH y FSH (Folltropin®). Morera-Jiménez
et al. (2022) obtuvieron un mayor nimero de
ovocitos viables de buena calidad con el proto-
colo con estimulacién hormonal con respecto
al protocolo sin estimulacién. En nuestro estu-
dio, obtuvimos en total menos ovocitos de gra-
do I (16,67% vs 27,71%) y un mayor nimero
de ovocitos de grado III (39,81% vs 19,28%)
que en el trabajo referido de Morera-Jiménez
et al. (2022).

Estudios como el de Malhi et al. (2005)
establecen que la reserva ovdrica en modelos
bovinos disminuye con la edad avanzada (entre
13 y 14 afios) y esta reduccion se traduce en un
menor nimero de ovocitos recuperables. Por lo
tanto, las vacas de mayor edad tienen una ca-
pacidad disminuida para producir ovocitos via-
bles. Del mismo modo, Reis et al. (2006) con-
cluyeron que el nimero de COCs producidos y
su calidad eran directamente proporcionales a la
edad de las vacas. En este estudio, obtuvieron
de vacas Holstein sacrificadas en matadero, un
nimero medio de 7,73 + 1,75 ovocitos para
vacas de entre 5 y 6 afios, 10,54 + 1,72 para va-
cas de entre 7 y 8 afos, y 11,55 + 1,52 para las
vacas de mas de 8 afios (Reis et al., 2006). Este
aumento en el nimero de ovocitos obtenidos
con la edad, lo atribuyeron a la relacién directa
entre la edad de las vacas y el tamafio de sus
ovarios (Reis et al., 2006).

En nuestro estudio, la diferencia en el nud-
mero de ovocitos recuperados en las dos va-
cas donantes podria explicarse, en parte, por
la edad de las mismas. Estudios previos han
demostrado que la capacidad ovdrica en vacas
alcanza su punto maximo alrededor de los 9
afios, disminuyendo progresivamente a partir
de entonces (Hasler et al., 1981). En este sen-
tido, el menor numero de ovocitos obtenidos

de Madroriia, que tiene 13 afios, podria estar
relacionado con una reduccién fisiolégica de
la reserva folicular debido a su mayor edad
(Malhi et al., 2005). Por otro lado, podriamos
pensar que Unicornio es una vaca de alta ca-
pacidad reproductiva, en relacién al nimero
y calidad de ovocitos obtenidos, teniendo en
cuenta que tiene 6 afios y de acuerdo a la lite-
ratura, ain no ha llegado a su punto maximo
de produccién ovocitaria.

Una de las principales limitaciones del es-
tudio es el reducido nimero de donantes in-
cluidos, ya que se trabaj6 unicamente con dos
vacas de raza M-L. Esta limitaciéon se debe a
la situacién critica de la raza, que cuenta con
menos de 40 ejemplares censados en la actua-
lidad, distribuidos en diferentes explotaciones
ganaderas. La disponibilidad de donantes fue
un factor determinante en el disefio del estu-
dio, lo que dificulté la posibilidad de ampliar
la muestra.

Sin embargo, este trabajo representa un
importante paso en la aplicaciéon de técnicas
avanzadas de reproduccidn asistida en esta raza
autdctona. Los resultados obtenidos ofrecen in-
formacion valiosa para el desarrollo de futuros
protocolos de conservacién genética. Para ob-
tener conclusiones mds robustas y generaliza-
bles, seria recomendable llevar a cabo estudios
adicionales con un mayor niimero de donantes,
siempre que la situacioén de la raza lo permita.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se ha demostrado
que el uso de la OPU junto con la estimulacién
hormonal mediante FSHp (Pluset®) permite re-
cuperar ovocitos viables de vacas de raza M-L,
contribuyendo a los programas de preservacion
genética de esta raza en peligro de extincion.

Los resultados obtenidos confirman la efi-
cacia del protocolo de estimulacién hormonal
para incrementar la cantidad y calidad de los
ovocitos recuperados. Se observaron diferen-
cias significativas en el niimero de ovocitos ob-
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tenidos entre las dos vacas donantes, posible-
mente influenciadas por factores individuales y
la edad de los animales. Sin embargo, debido
al pequefio tamafio de muestra, no es posible
determinar, de forma concluyente, si estas di-
ferencias son debidas a la edad de los animales
o bien a otros factores. De cualquier forma, es-
tos hallazgos son relevantes para optimizar los
protocolos de recuperacién ovocitaria en razas
autoctonas y pueden ser utilizados como base
para futuros estudios enfocados en mejorar la
eficiencia de las técnicas de reproduccién asis-
tida en bovinos.

El presente trabajo representa un importan-
te paso hacia la implementacién de programas
mds amplios de preservacién de la raza M-L
mediante técnicas avanzadas de reproduccién.
Se recomienda continuar con investigaciones
adicionales para evaluar el impacto de otros
protocolos hormonales y analizar cémo la va-
riabilidad genética afecta la respuesta a la esti-
mulacion ovarica. De esta forma, consideramos
que los resultados obtenidos en este estudio
pueden contribuir a la preservacion y recupe-
racién de razas autdctonas en peligro de extin-
cion, ayudando a mantener la biodiversidad del
ganado bovino en Espafia.
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