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RESUMEN
El objetivo del trabajo fue comparar la respuesta a la superovulacion con sincronizacion de la onda folicular (SOF)
y con celo natural (CN) en la produccion de embriones para transferencia en vacas Holstein. Se seleccionaron 20 va-
cas como donadoras con una condicion corporal (CC) de 2,75-3,5; edades entre 40 y 60 meses; ciclos sexuales regu-
lares; uno-dos servicios por gestacion anterior y sin problemas reproductivos. Se aplicaron dos protocolos de su-
perovulacién: con SOF y CN. No se obtuvo evidencia que el nimero de embriones producidos con SOF fuera mayor
al nimero de embriones producidos con CN en los estadios de blastocito y morula.
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Assessment of two Superovulation Protocols for Embryo Production in Holstein Cows

ABSTRACT
The aim of this paper was to compare the effects of two superovulation protocols: synchronization of the follicular
wave (SFW), and natural estrus (NE) induction of embryos produced for transference in Holstein cows. Twenty
cows were chosen as donors, with body condition (BC) of 2.75-3.5; 40-60 months old; 1-2 previous services per ges-
tation, and without reproductive problems. Two superovulation protocols were applied: SFW and NE. SFW was not
observed to produce more embryos than the NE in the blastocyst and morula stages.

Key words: embryos, blastocyst, morula, superovulation

INTRODUCCION

Los protocolos superovulatorios implican tiem-
po y esfuerzo, siendo procesos que han favorecido
el desarrollo de la transferencia de embriones para
programas de mejoramiento genético que han lo-
grado un aumento significativo en la produccion
de embriones transferibles, lo que se ha demos-
trado en diferentes trabajos de campo con bovinos
de razas lecheras y de doble propdsito (Callejas et
al., 2008; Bo, Guerrero y Adams, 2008).

Se usan progestdgenos combinados con estré-
genos para protocolos de SOV, que se pueden
comparar al método que usa como referencia el
celo natural (Carballo et al., 2009; Baruselli et al.,
2015; Soria et al., 2017). Los protocolos SOV
combinados con GnRH al momento de la Insemi-
nacién Artificial (1A), aseguran la ovulacién para
conseguir mayor nimero de estructuras transferi-
bles (Chankitisakul et al., 2017).

Independiente del momento del ciclo estral y la
inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), la
superovulacion ha tenido un impacto positivo en
la aplicacion comercial de estrategias de transfe-
rencia embrionaria, porque han facilitado los pro-

ISSN 2224-7920

tocolos de trabajo; sin embargo, todavia existen
problemas (condicion individual o altas tempera-
turas) que conllevan una falta de respuesta su-
perovulatoria. EI método comdnmente utilizado
para la sincronizacién de la emergencia de la onda
folicular para la SOV consiste en la aplicacién de
dispositivos con progesterona y estradiol parente-
ral (Barros et al., 2008; Carballo et al., 2009; Ba-
ruselli et al., 2015).

La transferencia de embriones (TE) tiene como
objetivo incrementar la descendencia de alto valor
genético, utilizando esquemas de superovulacion
(SQV) por la sincronizacion de ondas foliculares
(SOF), para lo cual se induce el celo en las donan-
tes y receptoras de embriones (Callejas et al.,
2008; Bo y Mapletof, 2014), con el objetivo de
producir ovocitos fértiles de las donantes que lue-
go se inseminan y los embriones producidos seran
transferidos a receptoras o preservados de manera
segura (Becaluba, 2007).

En este sentido, el objetivo del trabajo fue com-
parar la respuesta a la superovulacién con sincro-
nizacién de la onda folicular (SOF) y con celo na-
tural (CN) para la produccién de embriones
transferibles en vacas Holstein.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en la provincia del
Azuay, canton Cuenca, en las parroquias Tarqui,
Cumbe y Victoria del Portete. Se seleccionaron
20 vacas Holstein y se formaron 2 grupos de 10
animales de acuerdo a los siguientes parametros:
condicion corporal (en el rango de 2,75 a 3,5);
edad entre 40 y 60 meses; ciclos estrales regula-
res, con un minimo de 60 dias abiertos y sin pro-
blemas reproductivos previa evaluacion ginecol6-
gica y ecografica.

Se aplicaron dos protocolos de superovulacién
(SOV) con sincronizacién de la onda folicular
(SOF) y celo natural (CN) para los grupos 1y 2,
respectivamente, segun lo descrito por Soria et al.
(2017).

Siete dias después de la primera IA, en los dos
grupos se verifico la superovulacién mediante
control ecografico de los ovarios. La colecta de
embriones se realiz6 de acuerdo con la técnica es-
tablecida que incluye: lavado de la region peri-
neal, desinfeccion de la zona lumbosacra y aplica-
cion de clorhidrato de lidocaina para anestesia
epidural baja. Se introdujo la sonda Foley via va-
ginal, se atravesé el cérvix y el extremo anterior
de la sonda se dirigié hacia el cuerno ipsilateral
del ovario que presenta mayor nimero de cuerpos
liteos, ubicando el extremo anterior a 5 cm en
sentido craneal de la bifurcacion de los cuernos
uterinos y se inflé el baldn de la sonda de acuerdo
al tamafio del cuerno uterino.

Se conecto a la solucion fosfato buffer de lava-
do (PBS) un extremo de la sonda en “Y” y el otro
extremo al filtro en donde se recibieron los em-
briones, el liquido filtrado se colect6 en un reci-
piente graduado para medir el volumen extraido y
asegurar que la cantidad que ingresé sea la salien-
te. Una vez colocada la sonda Foley en el lugar
adecuado se retiré el mandril y se conectd con el
extremo libre del tubo en “Y”. El lavado se reali-
20 introduciendo 50 mL del medio de coleccion
(PBS) por vez, el mismo que estuvo temperado a
37,5°C, se cerré el clamp de entrada hasta com-
pletar 500 mL por cuerno uterino.

En el laboratorio con un estereoscopio de luz
diascopica se buscaron los embriones y se aisla-
ron en un medio de mantenimiento Holding (Vi-
gro™, Bioniche, Pullman, WA, USA), se proce-
dio a la valoracion de la calidad de acuerdo a los
parametros de clasificacion de embriones de la

Sociedad Internacional de Transferencia de Em-
briones.

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas de las
variables estudiadas con los intervalos de con-
fianza al 95 % y se efectuaron las pruebas de
normalidad de Shapiro Wilk (para determinar la
normalidad de los datos) y para comparar las me-
dias de los tratamientos se utilizo la “t” de Student
para muestras independientes, con y sin varianzas
homogéneas (seguin la prueba de Levene).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las tres variables estudiadas se distribuyeron
normalmente, segin la prueba de Shapiro Wilk
para muestras pequefias, obteniéndose en todos
los casos valores de P >0,05 (en el rango de
0,114 a 0,952).

Es de fundamental importancia una compren-
sion del funcionamiento de la dinamica folicular y
sus mecanismos de autorregulacién a los efectos
de comprender las bases de las nuevas alternativas
de control del ciclo estral en la hembra bovina que
permitan la sincronizacién de la onda folicular y
maximizar su aprovechamiento para producir y
transferir exitosamente embriones bovinos (Baru-
selli et al., 2006; Small, Colazo, Kastelic, Maple-
toft, 2009; Amaya, 2010; Bo y Mapletof, 2014;
Hasler, 2014).

El protocolo usado para SOF incluye: control de
la onda folicular desde su inicio (emergencia) pa-
ra reclutar foliculos y evitar su atresia con E2 y
P4; y crecimiento simultaneo de varios foliculos
con FSHp para producir mayor cantidad de em-
briones. En esta investigacién al comparar el tra-
tamiento SOV en el que se consider6 SOF y CN
en cuanto al total de embriones recuperados la di-
ferencia de 4 embriones en la media a favor del
tratamiento SOF no fue significativa. Es pertinen-
te considerar que, al comparar los valores maxi-
mos entre los tratamientos, la SOF mostré una
ventaja numérica de 6 embriones sobre el CN
(Tabla 1).

Estos resultados coinciden con lo que reportan
Bo, Guerrero y Adams (2008) y otros autores co-
mo Steel y Hasler (2009). En los cuales tampoco
se observaron diferencias significativas entre las
medias de embriones totales para SOF y CN.

En la actualidad para la superovulacion existen
varios métodos de sincronizacion y control de la
onda folicular que permiten realizar las insemina-
ciones a tiempo fijo (Bravo, 2017); estos han sido
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probados en vacas Holstein en produccion con re-
sultados repetibles en cuanto a numero y calidad
de embriones obtenidos, incluso con la posibili-
dad de combinarlo con semen sexado (Soares et
al., 2011) permitiendo escoger las horas de inse-
minacion segun el tiempo en el que se esperan las
ovulaciones (Argudo et al., 2016), corroborando
los resultados, pues se evidencia el potencial del
control de la onda folicular en la superovulacion y
obtencion de embriones.

Singh, Dominguez, Jaiswal y Adams (2004) y
Vieira et al. (2014) observaron que el nimero de
foliculos al inicio de una onda folicular se corre-
laciona positivamente con la respuesta superovu-
latoria (SOV) y con embriones de excelente cali-
dad, en esto influyen también los estadios de
evolucion citolégica que son cosechados los em-
briones lo que concuerda con esta investigacion,
donde se obtuvo mayor nimero y calidad de em-
briones con el protocolo SOF.

En cuanto al namero de embriones en estado de
blastocisto no se encontraron diferencias signifi-
cativas entre las medias de los tratamientos. En la
produccién maxima de blastocistos, las vacas con
SOF superaron en mas del doble a la produccion
maxima de blastocistos de las vacas con CN, lo
cual demuestra la alta variabilidad de la condicion
individual (Tabla 2).

En algunos trabajos se ha reportado que el con-
trol de la emergencia de ondas foliculares median-
te su ablacion o los foliculos dominantes, guiada
por diversos tratamientos para lograr la emergen-
cia de una nueva onda folicular son los mas usa-
dos para la SOV (Bo, Guerrero y Adams, 2008;
Amaya, 2010; Baruselli et al., 2015). Igualmente
se ha reportado por Bo y Mapletof (2014) mayor
eficiencia en los resultados de la transferencia to-
tal de embriones a las receptoras con embriones al
estado de blastocisto obtenidos por SOF y compa-
rado con CN.

Pérez (2011) encontr6 mayor cantidad de em-
briones transferibles con el tratamiento experi-
mental SOF, observando que la mayor proporcién
de estos embriones fueron de calidad 1, lo que
confirma los resultados del presente estudio en
cuanto al total de estructuras viables colectadas y
a su calidad.

Spencer y Bazer (2004) indican que la moérula
es un estadio de embrién temprano formado por
una masa compacta de blastomeras con poblacio-
nes de células internas y externas; las células de la
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parte interna desarrollan uniones en muro que fa-
cilitan la comunicacion intercelular y permiten
que estas permanezcan, pues desarrollan adheren-
cias célula-célula.

Con relacion al estadio de mdrula, los trata-
mientos Grupo 1 SOF y Grupo 2 CN no eviden-
cian diferencia estadistica significativa; esto
muestra que en ese estadio no influye ninguno de
los tratamientos (Tabla 3).

Ldpez et al. (2008) y Baruselli et al. (2015) re-
comiendan transferir morulas compactas que es-
tén formadas por células que interactden entre si,
lo que les permitira seguir su desarrollo embriona-
rio. En este estudio se produjeron morulas por
SOF y por CN que son transferibles y con proba-
bilidades de implantarse.

En este trabajo las vacas que recibieron el tra-
tamiento SOF produjeron mayor cantidad de blas-
tocistos y morulas de calidad; por lo tanto, dieron
mejor respuesta al tratamiento, lo que est4 corre-
lacionado positivamente con la cantidad y la cali-
dad de estructuras producidas. Estos resultados
coinciden con los de Baruselli et al. (2006).

Amaya (2010) sefiala que de una hembra donan-
te se obtienen estructuras que conservan su zona
pellcida en estadios de moérula, mérula compacta
0 blastocisto a los seis dias y medio o siete dias de
desarrollo. En nuestro estudio se obtuvieron mo-
rulas con tratamiento SOF y CN sin diferencia
significativa a los siete dias.

CONCLUSIONES

No se obtuvo evidencia que el namero de em-
briones producidos con SOF fuera mayor al nu-
mero de embriones producidos con CN en los es-
tadios de blastocito y mérula.
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Tabla 1. Embriones obtenidos por tratamiento de sincronizacidn de la onda folicular (SOF) y celo natural

(CN)
Tratamiento
SOF IC (95 %) CN IC (95 %) Sig.
Media EE Med Min Max LI LS Media EE Med Min Max LI LS
Embriones totales 12 1.8 12 4 20 76 156 8 09 8 4 14 59 10,1 N/S
(unidades)

N/S = no hay diferencias significativas segin la prueba “t de Student” (P = 0,095)
EE = error estandar; Med = mediana; Min = valor minimo; Max =valor maximo; IC = intervalo de confianza

Tabla 2. Nimero de embriones en estado de blastocisto por SOF frente CN

Tratamiento Sig.
SOF IC (95 %) CN IC (95 %)
Media EE Med Min Max LI LS Media EE Med Min Max LI LS
Blastocistos 8 1,6 7 2 15 39 116 4 06 5 1 6 29 55 N/S

(unidades)

N/S= no hay diferencias significativas segiin la prueba “t de Student” (P = 0,07)
EE = error estandar; Med = mediana; Min = valor minimo; Max = valor méaximo; IC = intervalo de confianza

Tabla 3. Efecto del tratamiento SOF versus CN en la produccién de embriones en estado de mérula

Tratamiento Sig.
SOF IC CN IC (95 %)
(95 %)
Media EE Med Min Max LI LSMedia EE Med Min Max LI LS
Moérulas 4 1,2 3 1 11 0763 3 0,4 3 1 4 18 44 N/S

(unidades)

N/S= No hay diferencias significativas segun la prueba “t de Student” (P =0,57)
EE = error estandar; Med = mediana; Min = valor minimo; Max = valor méaximo; IC = intervalo de confianza




