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RESUMEN

La transferencia embrionaria en bovinos es una biotecnologia orientada a
incrementar el potencial reproductivo de vacas de alta genética; sin embargo, su
principal desventaja es la variabilidad en la respuesta superovulatoria y en la
recoleccion embrionaria de las vacas donantes sometidas a un mismo protocolo. Por
ello, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de los niveles séricos de
hormona Anti-mulleriana (AMH) sobre el numero de foliculos ovaricos, cuerpos lateos
y embriones transferibles en vacas donadoras superovuladas durante un afo en dos
épocas (templada y calida). Este experimento fue realizado en el establo comercial
“El Llano”, ubicado en el Valle del Yaqui, municipio de Cajeme, Sonora. Un modelo
de efectos mixtos fue utilizado para analizar la respuesta superovulatoria incluyendo
nivel sérico de AMH y época del afio como efectos fijos, la interaccion nivel de AMH
X época, la edad de la hembra en afios, como covariable y el macho como efecto
aleatorio. El nivel de AMH y época del afio fueron significativas (P <0.05) para
algunas variables superovulatorias. Debido a esto, se procedié a realizar un analisis
de correlacion, encontrando valores de 0.45, 0.34 y 0.24 entre los niveles
plasmaticos de AMH con numero de foliculos, de cuerpos lateos y de embriones
transferibles, respectivamente (P <0.05). Los valores promedios para las variables
de respuesta superovulatoria evaluadas fueron significativamente mas elevados en
vacas donadoras manejadas durante la época templada (P <0.05). En conclusion, la

hormona Anti-milleriana (AMH) puede ser considerada un marcador enddcrino



asociado a las variables de respuesta superovulatoria cuando las vacas son
manejadas durante la época templada, debido a que se observé un efecto negativo

sobre la respuesta superovulatoria en vacas manejadas durante el verano.

Palabras claves: Hormona Anti-milleriana, superovulacién, transferencia

embrionaria, época.



ABSTRACT

Embryo transfer in cattle is a biotechnology focused on enhancing the
reproductive potential of genetically superior cows; however, its main disadvantage is
the variability in the superovulatory response and embryo collection from donor cows
managed under the same hormonal protocol. Then, objective of this study was to
evaluate the effect of serum level of Anti-mullerian hormone (AMH) on the number of
ovarian follicles, corpus luteum and transferable embryos in superovulated cows
managed in two different seasons (cool and warm). This experiment was developed
in “El Llano” comercial dairy herd, which is located in the Yaqui Valley, Cajeme,
Sonora. A mixed effects model was used to analyze the superovulatory response
including the serum AMH levels and season as fixed effects, the AMH x season
interaction, the age of the cow as covariable and the sire as random effect. Both AMH
serum level and season resulted as significant (P <0.05) sources of variation for some
superovulatory variables. Therefore, a correlation analyses was developed between
serum AMH levels and superovulatory variables such as number of follicles, number
of CLs and number of transferable embryos, which showed values of 0.451, 0.340
and 0.249, respectively (P <0.05). Average for superovulatory variables were higher
(P <0.05) in donor cows managed under the cool season. In conclusion, the AMH
should be considered as endocrine marker associated to variables of supervovulatory
response when the cows are managed under the cooling season, because this

response was negatively influenced in cows managed during summer season.

Xi



Key words: Anti-mullerian hormone, superovulation, embryo transfer, season.
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1 INTRODUCCION

Actualmente en Meéxico, las dependencias federales, estatales, instituciones de
educacién superior e investigacion y organizaciones de productores, estan
involucradas en el desarrollo de las actividades que reconocen la importancia de los
recursos genéticos pecuarios, como un componente esencial para mejorar la
eficiencia productiva (CONARGEN, 2012). Una de los biotecnologias reproductivas
con mayor aportacion al mejoramiento genético al hato, es la transferencia
embrionaria, sin embargo uno de los principales problemas que ésta enfrenta es la
variabilidad en la respuesta superovulatoria y en la recoleccion embrionaria entre un
animal y otro, lo cual puede estar relacionado a factores externos como el medio
ambiente o factores intrinsecos del animal mismo. Por ello se han buscado
alternativas que permitan predecir la respuesta de vacas donadoras antes de iniciar
un tratamiento superovulatorio, ya que el costo del mismo es elevado. En la
actualidad, la hormona antimulleriana (AMH) es el mejor marcador endécrino de la
reserva folicular ovarica y de la respuesta al tratamiento de estimulacion ovérica en el
ganado (De Vet et al., 2002; Fauser et al., 2008). Benyei et al. (2003) demostraron
qgue la AMH tenia un alto grado de correlacién con el recuento de foliculos antrales
de ovario, niumero de foliculos y oocitos sanos. Monniaux et al. (2010) reportaron
que, en la vaca, la AMH es un muy buen marcador endécrino de la poblacion de
pequefios foliculos antrales que constituyen el objetivo directo de los tratamientos de
estimulacion ovarica. Por lo anterior, se pretende correlacionar esta respuesta con
otros factores extrinsecos como la época del afio. Lozano-Dominguez et al. (2010)

indican que las temperaturas elevadas provocan estrés calérico en los animales, lo



cual afecta la viabilidad embrionaria y el medio ambiente materno para el
establecimiento de la gestacion. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
de los niveles séricos de la hormona Anti-mulleriana (AMH) sobre el numero de
foliculos ovaricos, cuerpos lateos y embriones transferibles en vacas donadoras

superovuladas manejadas durante dos épocas del afio (templada y célida).



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 SITUACION DE LA PRODUCCION DE CARNE Y LECHE DE
BOVINO

En México existe ganado vacuno lechero, carnico y doble propdsito (carne y
leche), representado por mas de 30 razas o cruzas de bovinos para la produccion de
carne y dos mas, para la produccion de leche. En base a las caracteristicas de
adaptacion de los genotipos bovinos, estos se distribuyen de acuerdo al clima de
cada region, el cual determina fundamentalmente el desarrollo y propdsito del hato

(Zavala, 2011).

En las ultimas décadas el consumo mundial de leche y sus derivados ha ido
incrementando en los paises en desarrollo principalmente (SE, 2012). Se estima que
la poblacion mundial consume anualmente cerca de 500 millones de toneladas en
equivalente leche y sus derivados. Del total de leche consumida, el 85% corresponde

a leche de vaca, 11% de bufala, 2% de cabra y 2% de otras especies (SE, 2012).

En cuanto a la produccion de carne de res, es la tercera mas producida en el
mundo después de la carne de porcino y pollo. Esta participa con el 22% de la
produccion total de carne, y en México su produccién se desarrolla bajo diferentes
niveles tecnoldgicos, sistemas de manejo y finalidades de explotacion,
comprendiendo principalmente la produccion de novillos para abasto, la cria de
becerros para la exportacién y la produccién de pie de cria (FINANCIERA RURAL,
2012). Los primeros centros ganaderos de importancia nacen en Chihuahua, Sonora
y Durango. Paralelamente se desarrolla una ganaderia intensiva en la comarca de La

Laguna entre los estados de Coahuila y Durango, con apertura al mercado externo,
3



ya que los norteamericanos contribuyeron a orientarlo al mercado de exportacion. La
segunda gran region productora se sitla en la costa del Golfo de México, donde
condiciones mas favorables permitieron una ganaderia orientada, en parte, a la
exportacion. Mas recientemente, nace el tercer gran centro productor en el centro del
pais, Jalisco donde el crecimiento de las ciudades ha provocado el desarrollo de una

ganaderia mas intensiva (Angulo y Olivera, 2005).

2.1.1 Factores que afectan la produccion
La produccién de carne y leche de una vaca es el resultado de la relacion del

ambiente y la genética. Para que las evaluaciones genéticas sean precisas es
importante que el registro de produccién indique con el mayor cuidado posible el
potencial genético de los animales (Cer6n et al., 2003). Asimismo, la fisiologia, el
comportamiento y la salud del ganado son marcadamente influenciados por el
medioambiente en el cual el ganado vive, y que puede afectar significativamente el
desempefio econémico del mismo (Balling, 1980; MAFF, 2000). EI desempefio
productivo del ganado bovino de leche y carne esta directamente afectado por los
factores climaticos de su entorno productivo, particularmente la temperatura
ambiental, la humedad relativa, la radiacion solar y la velocidad del viento, los que en

su conjunto pueden comprometer el balance térmico del ganado (Arias et al., 2008).

2.2 CICLO ESTRAL DEL BOVINO
El ciclo estral se define como el intervalo que existe entre dos estros

consecutivos y se caracteriza por cambios conductuales, hormonales y fisiologicos
donde se incluyen procesos como foliculogénesis, ovulacion y formacion del cuerpo

lteo (CL) (Rangel-Portal et al., 2010). Durante este proceso ocurren una serie de
4



eventos morfologicos, endocrinos y secretorios en ovarios y genitales tubulares, es
decir, un grupo de foliculos maduran durante la fase folicular, la hembra se vuelve
receptiva a la monta durante el estro, el foliculo dominante ovula y el CL se forma
durante la fase latea; el conocimiento de estas etapas del ciclo estral es util para
obtener una mejor deteccion y sincronizacidon del estro, superovulacion e

inseminacion artificial (Squires, 2006).

2.2.1 Etapas del ciclo estral
El ciclo reproductivo de la vaca consta de una serie de eventos que ocurren

en un orden definido. La duracion promedio del ciclo estral es de 21 dias (rango: 17 a
24 dias) y la finalidad es preparar el aparato reproductor para el estro y ovulacion
(Aspron, 2004). Los principales acontecimientos del ciclo estral se pueden dividir en
tres fases: Fase folicular o de regresion latea (proestro), fase periovulatoria (estro y
metaestro), y fase luteal (diestro). El dia cero del ciclo estral es considerado como el
dia que se presenta el celo o estro, signo visible a simple vista. Después le sigue el
metaestro, etapa que dura de 3-4 dias y en la cual se lleva a cabo la ovulacién y
formacion del CL. Una vez formado el CL, al dia del ciclo, inicia el diestro el cual
culmina al dia 18 con la destruccion del CL, iniciando asi el préximo ciclo (Larocca et
al., 2005). La cronologia sefialada es aproximada y varia dependiendo de la duracion
del ciclo. Los eventos mencionados se basan en un ciclo completo en que no ocurrié
la gestacion. Si el 6vulo es fertilizado y empieza la prefiez, el CL no involuciona y
continda su funcion de secretar progesterona, ademas de que los foliculos no se

desarrollan hasta la madurez y no se manifiesta el celo. La progesterona evita



contracciones uterinas para tener condiciones favorables para el desarrollo del feto

(Aspron, 2004).

2.2.2 Dinamica folicular
La dindmica folicular puede definirse como el proceso continuo de crecimiento

y regresion de foliculos antrales que conlleva al desarrollo del foliculo preovulatorio
(Lucy et al., 1992). Borges et al. (2001) indican que en hembras bovinas, la dinamica
folicular ocurre en forma de ondas, siendo descritas dos o tres ondas de crecimiento
folicular durante el ciclo estral. Al inicio de este, una cohorte de foliculos es reclutado
del grupo de foliculos antrales mas pequefios (2 a 4 mm). El reclutamiento no es un
fendbmeno aislado o al azar, al parecer los foliculos al ser reclutados como grupo o
cohorte han recibido anteriormente una sefial que les permite crecer y desarrollarse
en vez de sufrir regresion. La sefial que estimula el reclutamiento parece ser una
ligera elevacion de FSH en plasma (Fortune, 1994), aunque no se conocen
claramente los factores involucrados en el desarrollo final de los foliculos
preovulatorios; pero la ovulacion del primer foliculo dominante puede inducirse
mediante la administracién de un andlogo de GnRH (Crowe et al., 1993). El final de
la fase de seleccion se define, en la vaca, como el momento cuando un foliculo
(dominante) activo estrogénicamente, promueve su propio crecimiento e inhibe el
crecimiento de otros foliculos (Sunderland et al., 1994). Si la regresion del cuerpo
lGteo ocurre durante el crecimiento o la fase temprana de la dominancia, el foliculo
dominante, libre del medio hormonal restrictivo impuesto por la progesterona sobre el

hipotalamo y la hipofisis, continuara su desarrollo hasta alcanzar la talla de un



foliculo ovulatorio y eventualmente se disparara la cascada que conduce a la

ovulacion (Webb et al., 1999).

2.3 BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS

2.3.1 Manipulacion del ciclo estral
La sincronizacion del estro involucra el control o manipulacion del ciclo estral

con el propésito de que las hembras elegidas en un rebafio expresen estro (celo)
aproximadamente al mismo tiempo. Es un manejo muy utilizado en los programas
de inseminacion artificial, trasplante de embriones, concentraciones de partos y uso
intensivo, por pocos dias, de un toro con monta natural. El factor determinante en el
éxito de la sincronizacién es la eleccion del método adecuado, que se ajuste a las
condiciones de cada animal. La sincronizacion consiste en la aplicacion de uno o
varios productos hormonales obtenidos en laboratorio. Segun el producto a utilizar es

la forma, momento y nimero de aplicaciones (Phillips, 2003).

2.3.2 Inseminacion artificial
La inseminacion artificial (IA) es una de las practicas de manejo mas valiosas

para la explotaciéon del ganado, por medio de este procedimiento se incrementa
considerablemente el progreso genético y se mejora la eficiencia de la
reproduccion. La IA puede proveer aparte del control de las enfermedades venéreas,
otras ventajas como la conservacion de semen por congelamiento, el cual escapa a
las limitaciones de tiempo y distancia, puesto que puede estar en cualquier lugar y en
cualguier momento (Gémez, 1995). La IA brinda a la industria bovina la oportunidad

de utilizar material genético de alta calidad y un medio econémico y de bajo costo

7



para aumentar la productividad de su empresa, dependiendo de las necesidades y

objetivos de cada explotacion (Medrano et al, 1996).

2.3.3 Superovulacion
Existen una gran cantidad de protocolos de superovulacion para bovinos, los

cuales pueden variar en tiempo, cantidad de dosis y manejo que se le da a los
animales. Al seguir con las indicaciones de los protocolos se debe tener la mayor
disposicion y responsabilidad, ya que un simple error en cualquier fase del proceso,
afectaria la respuesta al tratamiento hormonal que se esta suministrando (Orellana y
Peralta, 2007). La superovulacion es considerada como una técnica sumamente
importante para obtener varios embriones de una excelente donadora. Sin embargo,
una gran variabilidad en la respuesta individual al tratamiento de superovulacion, ha
sido un factor limitante que afecta la eficiencia en la produccién embrionaria (Tonhati

et al.,1999).

2.3.4 Factores que alteran los resultados de los protocolos
superovulatorios

Los factores que afectan la respuesta superovulatoria se pueden clasificar en
intrinsecos tales como estado nutricional, historia reproductiva, edad, raza, etc., y en
extrinsecos entre los que se encuentran pureza y dosis de la hormona utilizada, via y

lugar de aplicacion, frecuencia y época del afio, etc. (Mapletoft et al., 2000).

e Estado nutricional: La nutricién inadecuada afecta la funcién reproductiva en
la mayoria de los mamiferos. Murphy et al. (1991) demostraron que el
consumo de una dieta baja en energia reduce el diametro del foliculo

dominante y acorta su persistencia en el ovario. La condicién Optima para las
8



donadoras es una condicién corporal entre 3.0 y 4.0 sobre un valor maximo de
5.0, determinando unas condiciones nutricionales adecuadas, como el nivel de
energia en la racion, el que influye en las tasas de ovulacion, fecundacion y

viabilidad de embriones (Vizuete, 2012).

Historia reproductiva: Representa un factor sumamente importante que los
animales cuenten con antecedentes reproductivos favorables, ya que se ha
observado claramente que las donantes que ingresan a los programas de
transferencia embrionaria con antecedentes de infertilidad tienen una menor

produccion que aquellas consideradas sanas (Cutini et al., 2000).

Edad: En un estudio realizado por Hasler et al. (1983) se reporté que la edad
de la donadora resulté un factor sumamente importante en la respuesta
superovulatoria ya que se observé una mejor respuesta en vacas menores de
diez afios, en contraste con las mayores a esta edad. En otro estudio no se
encontré efecto de la edad sobre el nUmero total de embriones recuperados
hasta los nueve afios de edad, luego de los cuales se observd una reduccién
en el numero de foliculos (Donaldson, 1984). Recientemente, Malhi et al.
(2005) reportaron que las células de los ovocitos y la cantidad de embriones

transferibles es menor en vacas viejas que en vacas jovenes.

Raza: Se sabe gue existen diferencias en la fisiologia reproductiva de bovinos
de las razas Bos taurus y Bos indicus. Se ha reportado que las razas Bos
indicus tienen un mayor namero de foliculos por cada onda folicular (Carvalho

et al., 2008). En un estudio retrospectivo hecho en donantes de razas lecheras
9



y productoras de carne, se observo en la raza Jersey una mayor proporcion de
donantes con respuesta ovarica excesiva, sin aumentar el numero de

embriones transferibles/ recoleccion (Holm et al., 1987).

Hormonas utilizadas: Existe una extensa variabilidad de productos utilizados
para inducir ovulacion multiple en bovinos, en los cuales las preparaciones
hormonales influyen directamente en la respuesta superovulatoria de cada
donadora de embriones (Kanitz et al., 2002). La induccién a la superovulacion
se efectla principalmente con gonadotrofina sérica de yegua prefiada (PMSG)
0 con extractos de pituitaria porcina que generalmente se conocen como FSH-
p, a pesar de que en muchos casos contienen mayor cantidad de hormona
luteinizante (LH) que de hormona foliculo estimulante (FSH-p) (Duica et al.,
2007). Se ha reportado que cuando se utilizan extractos de pituitaria
purificados, con baja contaminacion de LH, mejora la respuesta

superovulatoria en el ganado bovino (Mapletoft et al., 2002).

Epoca: Los estudios realizados teniendo en cuenta el efecto de la época del
afio sobre la respuesta a la superovulacion, han arrojado resultados
contradictorios (Hasler et al, 1983; Church, 1993). En un trabajo mas reciente,
donde se analizaron datos de manera retrospectiva para comparar la
influencia de la estacion sobre la producciéon de embriones, se encontré que
las estaciones de invierno y primavera fueron las mas favorables para producir
un mayor numero de embriones transferibles (Ochoa et al., 2009). Ademas,

durante los meses de verano, se produce un estrés térmico en las vacas
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Holstein afectando su respuesta superovulatoria y la calidad de los embriones

(Sartori et al., 2002).

2.3.5 Métodos de prediccion del éxito de un protocolo de superovulacion

2.3.5.1 Mediciones hormonales

Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1): Es de naturaleza
peptidica y es producido en las células de la teca del ovario. Este factor
participa en el crecimiento, desarrollo y maduracion folicular, ademas de tener
un papel importante en la foliculogénesis inducida por las gonadotrofinas, en
la esteroidogénesis ovarica y en la funcién del CL, asi como en la actividad de
la pituitaria y del hipotalamo (Lenz et al., 2007). Ruiz-Arboleda et al. (2011)
concluyen que el IGF-1 no es un predictor de eventos reproductivos, sino mas
bien un estimador indirecto de la aptitud del animal para lograr la
reproduccion. Esto es, en parte, porque el IGF-1 enddcrino no proporciona
ninguna informacion acerca de acciones autocrinas o paracrinas. Para hacer
mas complejo el mecanismo, el IGF-1 necesita interactuar con otras hormonas
(por ejemplo las gonadotropinas) para lograr la plena reproduccion. La
principal aplicacion es la posible utilidad de la concentracion de IGF-1 como
un factor de prediccion de la fertilidad futura de terneras. Sin embargo,
después de casi dos décadas de investigacion, no hay ninguna evidencia
sobre que el IGF-1 se pueda utlizar como un indicador preciso de la

capacidad reproductiva en bovinos (Ruiz-Arboleda et al., 2011).
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Hormona Anti-mulleriana (AMH): Kawamata (1994) define la hormona Anti-
mulleriana (AMH) como una glicoproteina que pertenece a los factores de
transformacion beta y la familia del factor de crecimiento, la cual es producida
por células de la granulosa de foliculos en crecimiento sanos. En humanos,
esta hormona fue estudiada principalmente por su papel regulador en la
diferenciacion sexual masculina. La AMH producida por las células de Sertoli
del testiculo fetal induce la regresion de los conductos de Miller (Josso et al.,
1993; Lee y Donahoe, 1993). Sin embargo, después del nacimiento, este
patrén de expresion del sexo dimorfico se pierde y la AMH se expresa también
en células de la granulosa de foliculos en crecimiento en el ovario. La AMH en
hembras es producida por las células granulosas de los foliculos preantrales
(primarios y secundarios) y antrales pequefios. Esta hormona actda inhibiendo
el reclutamiento de los foliculos primarios, asi como también en la fase de
crecimiento folicular dependiente de FSH. Al expresarse exclusivamente en
las células granulosas de los foliculos no seleccionados, se convierte en un
candidato ideal para representar tanto la cantidad como la calidad del conjunto
de foliculos ovéaricos. En la actualidad, la AMH es el mejor marcador
enddcrino de la reserva folicular ovéarica y de respuesta al tratamiento de
estimulacion ovarica en humanos (Gruijters et al., 2003; Durocher et al., 2006;
Visser et al., 2006; Ireland et al., 2007), y observaciones similares han sido
reportadas en el raton (Kevenaar et al., 2006) y en el ganado (De Vet A, et al.,
2002; Fauser et al.,, 2008). Recientemente se ha demostrado que las

concentraciones de AMH pueden predecir la poblacién folicular y el nimero de
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ovocitos en vacas y vaquillas (Ireland et al., 2007), y que las concentraciones
de AMH en suero antes de la superovulacion estan altamente correlacionadas
con el numero de ovulaciones después del tratamiento (Rico et al., 2009). A
pesar de la importancia de la AMH como un marcador enddécrino de las
poblaciones de foliculos en crecimiento en todas las especies estudiadas, se
sabe poco sobre la regulacion de su expresion y la produccién. La expresion
de AMH se ha demostrado que es mas alta en las células de la granulosa de
foliculos antrales, preantrales y pequefios, y disminuye durante el crecimiento
folicular en la fase terminal y atresia, por ejemplo en la rata (Baarends et al.,
1995) y la vaca (Rico et al., 2009). Las bajas concentraciones de AMH se han
encontrado en el liquido folicular de grandes foliculos antrales y preovulatorios
estrogénicos en humanos (Seifer et al., 1993; Nielsen et al., 2010) y en la

vaca (Monniaux et al., 2008; Rico et al., 2009).

2.3.5.2 Tecnologias moleculares

Collier et al. (2006) establecieron que las nuevas estimaciones entre las

interacciones genéticas y medioambientales, soportan el uso de herramientas

biotecnoldgicas recientes disponibles para identificar la base genética del estrés

calorico y su tolerancia, lo que ocasiona una identificacién directa de variaciones

tiles en genes y en secuencias de ADN que proporciona huevas oportunidades para

la manipulacion genética de caracteristicas de relevancia agropecuaria y de impacto

en el mercado consumidor. Integrando diferentes metodologias, y con la participacion

de la biologia molecular, genética, y biologia computacional, el foco central de la

gendmica pasé a ser el estudio de la estructura, funcion y evoluciéon de genomas
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completos y genes especificos, utilizando tecnologias de secuenciacion de ADN,
mapeo genético y fisico, y expresion genética diferencial (Grattapaglia y Ferreira,
2006). Estudios recientes realizados por Hirayama (2012) revelaron que una
combinacion de marcadores fisiologicos y genéticos tiene un efecto sinérgico sobre
la confiabilidad de las predicciones de respuesta superovulatoria. Estos marcadores
podrian ser explotados en la pre-seleccion de las vacas donantes utilizadas para

superovulacion y la mejora genética de los hatos.

2.3.6 Transferencia embrionaria
La transferencia de embriones se refiere al proceso de "transferir" un embrion,

recogido ya sea de una donante o desarrollado in vitro, para introducirlo en el tracto
reproductivo de un animal receptor. Independientemente de la especie, esta técnica
ha sido ampliamente estudiada; en general, es una herramienta valiosa en la
biotecnologia animal con muchas aplicaciones (Dziuk, 1975). La transferencia
embrionaria se ha visto como una alternativa para incrementar la tasa de gestacion
de las vacas lecheras en épocas calidas. Varios estudios realizados en vacas
receptoras de embriones frescos producidos in vitro (Ambrose et al., 1999; Al-
Katanani et al., 2002) o de embriones recolectados de vacas superovuladas (Putney
et al., 1989; Drost et al. 1999; Vasconcelos et al. 2006) han reportado una mejora de
la tasa de gestacion en condiciones de estrés caldrico, comparada con la observada

en vacas servidas con inseminacion artificial.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién y lugar de estudio
El presente estudio fue realizado en el establo comercial “El Llano”, ubicado

en el Block 811 con coordenadas geograficas 27° 19' 7.61" LN y 109° 52' 1.15" LO,
en el Valle del Yaqui, municipio de Cajeme, Sonora. Las condiciones climaticas en
esta regibn se caracterizan por lluvias en verano (julio-septiembre), con una
precipitacion promedio anual de 520.1 mm y temperaturas promedio anuales de

33.6°C como maximay 17°C como minima (Sanchez, 2013).

3.2 Instalaciones
Los animales incluidos en el estudio estuvieron alojados en 4 corrales, cada

uno con una superficie total de 2500 m? con sombras a una altura de 5.5 m y
orientadas de norte a sur. La sombra abarcaba parte del comedero (3.2 m2 por
animal) y estaba construida en dos aguas. Adicionalmente, cada corral tenia 2
bebederos sombreados de 0.6 m* La distribucién de los corrales es en bateria con

comedero central y un pasillo lateral de 3.5 m2.

3.3 Animales y Tratamientos
Se utilizaron 66 vacas multiparas Bos Taurus como hembras donadoras, 46

de razas productoras de carne de raza pura (Gelvieh, Simmental, Charolais francés y
Angus) y 20 de razas productoras de leche (Holstein y Pardo suizo americano), no
lactantes, con condicion corporal de 6 (escala del 1 al 9, donde l=emaciada y
9=0besa; Herd y Sprott, 1986) y una edad promedio de 7 aflos. Todos los animales
se encontraban sanos y contaban con un buen historial reproductivo. Las vacas

donadoras permanecieron alojadas en corrales de manejo intensivo, con acceso libre
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a agua y sombra, recibiendo una dieta integral, compuesta de 60% forraje y 40%
concentrado comercial. Se buscé que el contenido nutricional de la dieta durante el
estudio fuera de 16.1% de proteina cruda, 5.6% de extracto etéreo, 30.6% FDN y
una ENL de 1.67 mcal/kg, con un consumo ajustado a 24 kg de materia seca. La
dieta fue ofrecida dos veces por dia y minerales a libre acceso. Todos los animales
fueron sometidos al mismo protocolo de superovulacion y recoleccion de embriones,
evaluando su respuesta superovulatoria y concentracion de AMH, considerando en
forma separada la época del afio. Para la época del afio se consideraron dos niveles,

época templada y época calida).

3.4 Datos climatoldgicos
Los datos de temperatura (T) y humedad relativa (HR) se recolectaron de una

estacion meteoroldgica (INIFAP, Valle del Yaqui bloque 910) ubicada
aproximadamente a 800 m del lugar de estudio. El ITH se calculé usando la formula
propuesta por Hahn (1999): ITH=0.81 x T + HR (T - 14.40) + 46.40. El experimento
fue realizado de enero a diciembre del afio 2012. Se agruparon los resultados en dos
épocas: templada (primavera e invierno) y calida (verano y otofio). En la época
templada la temperatura promedio fue de 20°C, con una minima de 13°C y maxima
de 26°C, para la época calida los intervalos registrados fueron de 15°C como minima
y una maxima de 31°C, con un promedio de 23°C. Respecto a los valores de ITH; en
la época templada fueron de 57.5 minimo y un maximo de 78 con un promedio de

66.7. Para la época el promedio fue de 69 con un minimo de 59 y un maximo de 82.
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3.5 Protocolo de superovulacion
Antes de iniciar el programa, las vacas donadoras se seleccionaron en base a

los registros productivos y reproductivos, considerando estado fisiol6gico del animal,
condicion corporal e historial reproductivo, los cuales mostraron lo mas sobresaliente
de las vacas donadoras en relacion al resto de los animales. Se consider6 tomar en
cuenta la superioridad fenotipica, ademas de evaluar su aparato reproductor a través

de ultrasonografia transrectal para confirmar su actividad ovarica.

Todas las vacas se encontraban en una fase aleatoria del ciclo estral y
recibieron al dia 0 un dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR Pfizer® 1.4 mg
de progesterona natural) y benzoato de estradiol (2,76 mg) mas progesterona (50
mg) para sincronizar el estro. El tratamiento de superovulacion se inicié el dia 4 con
dosis decrecientes (120, 80, 40 y 20, mg) de la hormona estimulante del foliculo
(Folltropin-V) inyectada dos veces al dia (07:00 y 19:00 h.) durante 4 dias. La
inseminacion artificial (IA) se realizé los dias 8 (20:00 h.) y 9 (08:00 h.), mientras que

la recoleccidon de embriones inici6 el dia 15.
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Figura 1. Esquema de protocolo hormonal de superovulacion.

3.6 Recoleccién embrionaria
Los embriones fueron recolectados a través de la técnica no-quirdrgica, misma

gue consistio en la recuperacion embrionaria por via cérvico-vaginal. Previo a ello, la
vaca donadora se sometié a una revision ultrasonografia para verificar la actividad
ovarica al momento de la recoleccion. Se sujeto la cola del animal de manera que no
estorbara durante el proceso y se administré anestesia epidural (lidocaina 2%). Una
vez que la anestesia hizo efecto, se lavo y limpid el area genital y se introdujo el
catéter de Foley en el vestibulo de la vulva, al llegar al dltimo anillo se mantuvo el
cuerno uterino ligeramente elevado, frente a la punta del catéter. Esto se efectud
con especial precauciéon para controlar la fuerza ejercida sobre el catéter, a fin de no
atravesar bruscamente el cérvix y perforar la pared uterina, ya que cuando el
instrumento alcanza el cuerno del Utero, éste Ultimo se endereza levantandolo de su
cara ventral mientras se avanza el catéter muy suavemente hasta un 1/3 medio del
organo (Palma, 2001). Una vez que se lleg6 a este punto, se inflé el balon (~15-25
mm?3 de aire) para sellar la unién del cérvix con el cuerpo del Gtero y evitar que se
zafara la sonda. Después de que se colocé la sonda, el medio de lavado (Complete
Flush Solution VIGRO®) se puso a una temperatura de 37°C y se instal6 el filtro para
los embriones; se procedid a introducir el liquido, realizando en forma simultanea un
masaje en el Gtero de la vaca para poder colectar los embriones a través de la
sonda y hacerlos llegar hasta el filtro, el cual estaba protegido del sol (Gonzélez,

2001).
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El filtro con los embriones fue llevado al laboratorio para la busqueda y
clasificacion de embriones, dejando una cantidad suficiente de medio en el filtro para
que facilitara la busqueda, aislamiento y manipulacion de los embriones. A este se le
realizaron dos lavados, inclinAndolo a 45°. Al vaciar todo el medio, se procedio a
buscar los embriones. El plato contenia cuadros divididos del 1 al 5 en forma vertical
y de la A hasta E en forma horizontal para facilitar la busqueda. Se realizaron de 2 a

3 busquedas en el plato para encontrar el nimero méaximo de embriones.

Una vez encontrado un embridn, éste se extrajo cuidadosamente y se
depositdé en el plato de lavado (con seis compartimentos). Al recolectar todos los
embriones, éstos fueron transferidos a un plato de mantenimiento el cual contenia
medio holding y se realizd una limpieza para eliminar cualquier suciedad adquirida en
el proceso. Todos los medios se mantuvieron en la plancha térmica (termostato) a
37°C para evitar que se dafara el embrién. Una vez colocados todos los embriones
en el medio de mantenimiento, se realizd la evaluacion en base al sistema de
clasificacion establecido por la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS), en el cual se toma en cuenta su estadio y calidad. Dicho sistema

se describe a continuacion:

1. Estadio Embrionario: Morula, moérula compacta, blastocisto temprano,

blastocisto y blastocisto expandido.

2. Calidad Embrionaria: Excelente (calidad 1) que corresponde a un embrion con
masa simétrica y esférica con blastomeros individuales que son uniformes en

tamafo, color y densidad. Regular (calidad 2) que es un embrién con moderadas
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irregularidades en forma, tamano, color o densidad de la masa embrionaria. Pobre
(calidad 3) cuando las irregularidades son mayores y afectan al 75% de la masa

embrionaria. Muerto o degenerado (calidad 4).

Al finalizar la evaluacién, solamente los embriones de calidad 1 fueron considerados

como viables, independientemente del estadio embrionario.

3.7 Llenado de la pajilla
Es un proceso muy sencillo cuando se va a realizar una transferencia en

fresco, en este caso se introdujo dentro de la pajilla el embribn con medio de

mantenimiento Holding plus VIGRO®, etiqueando individualmente cada pajilla.

3.8 Ecografia transrectal
Se tomo el registro de actividad ovarica realizando tres monitoreos utilizando

el ultrasonido Micromax de Sonosite®, con transductor transrectal de 7.5.0 MHz.
Estas revisiones se realizaron los dias 0, 8 y 15, correspondiendo el dia 0 como el
dia de inicio del protocolo, fecha en la cual se registré la presencia de actividad
ovarica al encontrar foliculos y/o cuerpos lUteos. La ultrasonografia transrectal se
realiz6 de nuevo los dias 8 y 15 para estudiar la dinamica ovarica, la cual se
determind en base a la cantidad y tamafio de foliculos presentes el dia 8, y por la

cantidad y tamafio de CLs presentes el dia 15.

3.9 Evaluacion de la AMH
Para los analisis hormonales, se extrajeron muestras de suero sanguineo de

cada una de las vacas para determinar los niveles de la hormona Anti-mulleriana

(AMH). Las muestras fueron recolectadas al dia O del tratamiento superovulatorio,
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correspondiente al inicio del programa, para lo cual se extrajeron 8 ml de sangre a
partir de la vena coccigea (base de la cola), con un kit de muestreo sanguineo:
usando aguja para toma y recoleccion de sangre (0.8x38 mm) y tubos de 10 ml sin
anticoagulante BD vaccutainer®, los cuales se identificaron y colocaron en una
hielera a 5°C para ser transportados al laboratorio, donde fueron centrifugados en
una centrifuga Beckman coulter® modelo allegra™ X-22 (2500 RPM / 30 min) para la
extraccion de suero. Todo esto fue realizado segun la metodologia descrita por
Souza et al. (2007), y se evaluaron los niveles de la hormona con el kit Anti-mllerian
Hormone (AMH) ELISA Sample Test Kit for Bovine Blood Serum (Minitube Of
America, Inc.®), el cual tiene una sensibilidad de 117 pg/ml. El procedimiento fue
realizado de acuerdo con las normas establecidas por el fabricante. El nivel de
concentracion de AMH en suero en los animales registro 126 hasta 1400 pg/ml. En
base a los niveles de AMH los animales se clasificaron en dos categorias: alto para
las vacas que presentaban una concentracion >400 pg/ml y normal para aquellas que

tenian de 100-400 pg/ml.

3.10 Respuesta Superovulatoria
Las variables analizadas correspondientes a la respuesta superovulatoria

fueron las siguientes: tamafio y namero de foliculos presentes el dia 8 (dia de la IA),
y tamafo y nimero de cuerpos luteos presentes el dia 15 (dia de la recoleccion de
embriones). La tasa ovulatoria fue calculada como la proporcion entre la cantidad de
cuerpos luteos con respecto a la cantidad de foliculos por vaca; la tasa de
recoleccion se determinG como la proporcion entre los embriones recolectados por

vaca y la cantidad de cuerpos lateos presentes; y la tasa de viabilidad se estimé
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como la proporcion entre los embriones recolectados de calidad 1 con respecto al
total de embriones recolectados por vaca. Todas las variables fueron consideradas
con distribucion continua ya que las tasas de ovulacion, de recoleccion y de

viabilidad, fueron transformadas a base porcentual para cada vaca.

3.11 Analisis estadistico
Un modelo de efectos mixtos fue utilizado a través del procedimiento PROC

MIXED para analizar la respuesta superovulatoria incluyendo el nivel sérico de AMH
y la época como efectos fijos, la interaccion nivel de AMH x época, la edad en afios
como covariable y el macho como efecto aleatorio. En este modelo se incluyd
inicialmente el efecto del grupo racial (donde 1=bovinos productores de carne y
2=bovinos productores de leche); sin embargo, este efecto no resultd significativo (P
>0.05) para ninguna variable superovulatoria por lo que no fue considerado para
andlisis posteriores. Tanto el nivel de AMH, como la época del afio, resultaron ser
fuentes significativas de variaciéon (P < 0.05) para nimero de foliculos, nimero de

cuerpos luteos y embriones recolectados.

Debido a que el efecto fijo del nivel de AMH (alto y normal) resultd
significativo, se procedi6 a realizar un analisis de correlacion entre las
concentraciones séricas de la AMH y las variables de respuesta superovulatoria, a
través del procedimiento PROC CORR. Dicho analisis se realiz6 para determinar el
grado de asociacion entre las variables antes mencionadas de acuerdo a la época

del afio; tanto en la época calida, como en la época templada.
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Se realiz6 un analisis de regresion lineal simple usando el procedimiento
PROC REG se desarroll6 entre las concentraciones séricas de AMH aquellas
variables de respuesta superovulatoria con mayor indice de correlacion (nimero de
foliculos, cuerpos lateos y embriones recolectados), con la finalidad de determinar la
significancia y de la concentracion de AMH como predictor de la respuesta
superovulatoria en vacas donadoras manejadas en diferente época del afio. Todos
los procedimientos antes descritos fueron desarrollados utilizando el paquete

estadistico SAS (Statistical Analysis System) version 9.4 (SAS Inst. Inc. Cary. NC).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Respuesta superovulatoria
El Cuadro 1 muestra los promedios y errores estandar para las variables de

respuesta superovulatoria en las vacas donadoras.

Cuadro 1. Valores promedio (+ EE) para las variables de respuesta superovulatoria
en vacas donadoras.

VARIABLES N MEDIAS EE
Numero de foliculos 66 15.53 1.074
Tamafio de foliculos, mm 66 11.34 0.097
NUumero de cuerpos luteos 66 10.03 0.760
Tasa ovulatoria, % 66 64.55 3.214
Embriones recolectados 58 6.63 0.625
Tasa de recoleccion, % 59 61.22 4.209
Tasa de viabilidad, % 60 76.53 3.794
AMH, pg/ml 66 902.04 82.76

Como es sabido, el principal objetivo de un programa de superovulacién es
producir el mayor numero de embriones transferibles como sea posible, sin embargo,
esta respuesta esta sujeta a una gran cantidad de factores intrinsecos y extrinsecos,
lo cual hace que sea muy variable dificultando el establecer un estandar para la
respuesta superovulatoria en los animales. Estas medias pueden ser comparadas
con las proporcionadas por el censo anual de la AETA, en el que los promedios

fueron 7.0 embriones para ganado bovino productor de carne (>24, 000 donantes) y
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6.3 embriones para ganado lechero (>15,000 donantes) en 2011, siendo éste el
altimo afo del que se dispone de los resultados (Hasler, 2013). Al comparar las
medias obtenidas con otros estudios en los cuales se utilizaron protocolos de
superovulacion similares, se observan diferencias positivas y negativas; al respecto,
Tribulo et al. (2011), en un comparativo de protocolos hormonales realizado en vacas
donantes Angus Rojo obtuvieron con el protocolo tradicional un promedio de 13.8
cuerpos lateos y 8.4 embriones recolectados. En otro estudio realizado por Aké et al.
(1995), las variables promedio en ganado Bos indicus fueron de 15.1 cuerpos luteos,
11.6 embriones recolectados y una tasa de recoleccion de 85.40%. En comparacion
con este experimento se observa que los resultados son mas elevados, sin embargo,
no difieren demasiado de los obtenidos en el presente estudio. En una investigacion
realizada en vacas Holstein y Brahman, en la cual no se mostré diferencia
significativa entre razas, la tasa de recoleccion fue muy similar a la nuestra (66.0 y
69.0; Krininger Il et al., 2003). Se observdé gran variabilidad en los estudios
documentados, ya que existen muchos factores involucrados que influyen en la
respuestas al tratamiento superovulatorio, tal como lo describen B6 et al. (2002)
quienes establecen que la variabilidad en la respuesta sigue siendo uno de los
principales problemas asociados con los programas de sincronizacién de celo y
superovulacion en ganado bovino. Colazo y Mapletoft (2007) indicaron que a pesar
de toda la investigacion llevada a cabo en los ultimos afios, no ha habido un
mejoramiento en la cantidad promedio de embriones producidos por tratamiento
superestimulatorio. Lo que si se ha mejorado notablemente es la produccion de

embriones producidos por donantes por afno.
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4.2 Interaccion de AMH respecto ala época del afio.
El Cuadro 2 muestra los resultados del andlisis de varianza para la respuesta

superovulatoria, observando que la interaccion solo resulté significativa para el
tamafio de foliculos y tasa ovulatoria. Lo cual indica que el resto de las variables se
encuentra mayormente asociadas a otro tipo de factores externos, sin embargo se
observa que existe una relacion significativa (P<0.05) entre nimero de foliculos,
cuerpos luteos y tasa ovulatoria con la concentracion de AMH, mientras que época
afect6 (P<0.05) a numero de embriones recolectados, tasas de recoleccion y
viabilidad, mientras que este mismo efecto solo tendié (P<0.10) afectar a nUmero de

foliculos y tamafio de cuerpos luteos.

Estos resultados se asocian con las respuestas intrinsecas de los animales a
los estimulos externos del medio ambiente y coinciden con lo encontrado por
Monniaux et al. (2010), quienes proponen que la concentracién de AMH en el plasma
de vacas donantes puede ser utilizada como método predictivo sencillo para evaluar
su nivel de actividad ovarica y su capacidad para producir embriones. Sin embargo,
las condiciones Optimas para la aplicacion de esta prueba de diagndstico en el
ganado aun no se han definido teniendo en cuenta otros factores como edad, raza,
estado fisiolégico y factores ambientales relacionados con las condiciones de

superovulacién correspondientes a cada animal.
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Cuadro 2. Significancias de los efectos fijos del modelo utilizado.

AMH EPOCA AMH*EPOCA

Valor de P
VARIABLE
NUmero de foliculos 0.0023 0.0846 0.3664
Tamafno de los foliculos, mm 0.5075 <.0001 0.0002
NUmero de cuerpos luteos 0.0001  0.0788 0.8457
Tasa ovulatoria, % 0.0023 0.0592 0.0028

NUumero de embriones recolectados 0.0323 0.0398 0.5469

Tasa de recolecciéon, % 0.4465 0.0189 0.8528

Tasa de viabilidad, % 0.3512 <.0001 0.1126

4.3 Respuesta superovulatoria en relacion al nivel de AMH.
En el Cuadro 3 se compara la respuesta superovulatoria promedio

correspondiente a niveles altos y normales de AMH en plasma, obteniéndose una
diferencia significativa (P<0.05) en todas las variables analizadas. Se observo que
los valores promedio de numero de foliculos, de cuerpos luteos y de embriones
recolectados fueron mejores en aquellas donadoras que presentaban niveles altos de

AMH.
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Cuadro 3. Respuesta superovulatoria en relacion al nivel de AMH
AMH
ALTO NORMAL
(400 pg/ml) (100-400 pg/ml)
VARIABLES
Numero de foliculos 19.08 £0.98 2 10.91+1.67°
Numero de Cuerpos lateos 12.80 +0.61 2 6.50 + 1.04 "
Embriones recolectados 7.28+0.53° 3.87+1.11°

3D \Medias con diferente literal dentro de hilera, indican diferencia (P<0.05).

(AMH) hormona antimulleriana

Lo anterior es un indicativo de que animales con niveles de AMH elevados
tienen una mejor respuesta al tratamiento superovulatorio que los animales con
niveles normales. Sustentando lo anterior, varios estudios afirman que altos niveles
de esta hormona se veran reflejados en una mejor respuesta folicular en el animal.
Un analisis realizado en ganado bovino por Ireland et al. (2007), muestra que las
concentraciones de AMH fueron aproximadamente 6 y 2 veces mayores en animales
con un recuento de foliculos antrales altos o intermedios, respectivamente, en
comparacion con los de baja concentracion. En otro estudio realizado por Guerreiro
et al. (2014), las donadoras clasificadas con niveles altos de AMH produjeron un
mayor numero de embriones (Holstein: 3.0; Nelore: 7.0) en comparacién con
aquellas de bajos niveles de AMH (Holstein: 1.2; Nelore: 2.2), siendo esta diferencia

significativa.
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4.4 Correlaciones entre la respuesta superovulatoriay
concentracién de AMH.

En las variables mostradas en el Cuadro 4 destaca la alta correlacion entre la
concentracion de AMH y la cantidad de foliculos producidos por las vacas donantes,
lo cual indica que entre mas elevados sean los niveles séricos de AMH, mayor sera
la respuesta folicular obtenida en la vaca donante. Se observa ademas una
correlacion significativa de la concentracion de AMH con el tamafio de los foliculos,

cuerpos luteos y niumero de embriones recolectados.

Cuadro 4. Correlacion entre la concentracion plasmatica de AMH con las variables de
respuesta al tratamiento de superovulacion en vacas donadoras.

AMH
VARIABLE R Valor de P
Numero de foliculos 0.451 <.0001
NUumero cuerpos luteos 0.340 0.0007
NUmero de embriones recolectados 0.249 0.020

Los resultados observados resultan logicos, ya que las variables antes
mencionadas se encuentran directamente relacionadas con la respuesta folicular
presente en el animal. Estos resultados coinciden con los datos obtenidos por
Hirayama et al. (2012), donde la concentracion plasmatica de AMH se correlacioné
de manera significativa con el numero de foliculos, de Ovulos / embriones, de
embriones fertilizados y embriones transferibles. Datos similares se han encontrado
también en otras especies; en un experimento realizado en ratones se observo que
la disminucién en la concentracion plasmatica de AMH se correlaciona directamente

con la disminucion del namero de foliculos en crecimiento (r = 0.86), y se encontro
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gue el niamero de foliculos en crecimiento se correlaciond con el numero de foliculos
primordiales (r = 0.93). Del mismo modo, se encontré una fuerte correlacioén entre los
niveles de AMH y el nimero de foliculos primordiales (r = 0.83). Por lo tanto, se
propone a la AMH como un excelente marcador para evaluar el aspecto cuantitativo

de la reserva ovarica (Kevenaar et al., 2006).

4.5 Regresiones generales
En el andlisis de regresién que se observa en el Cuadro 5, el nivel de AMH

resultd ser un predictor del niumero de foliculos, cuerpos lateos y embriones

recolectados en respuesta a la superovulacion.

Se estima en los resultados que los valores predictivos por cada 1,000 pg de
AMH en sangre muestran un incremento en el nimero de foliculos, cuerpos luteos y

embriones recolectados de 5.08, 2.52, y 1.42, respectivamente.

Cuadro 5. Analisis de regresion general

VARIABLES Bo B1 r° P

Numero de foliculos 12.23782 0.00508 0.2041 <0.0001
Numero de cuerpos lateos 8.72933 0.00252 0.1159 0.0007
NUumero de embriones recolectados 5.28471 0.00142 0.0622 0.0205

4.6 Respuesta superovulatoria en épocatempladay céalida
El Cuadro 6 muestra los promedios y errores estandar de variables de la

respuesta superovulatoria por época del afio. En la época templada se observan los
valores mas altos para numero de foliculos, cuerpos luteos, tasa ovulatoria,

embriones recolectados y tasa de viabilidad. En contraste, las variables mencionadas
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anteriormente, mostraron un comportamiento desfavorable en la época calida. Estos
resultados se asocian a la variacion de temperatura a la que estuvieron expuestas
las vacas donadoras en ambas épocas. Resultados similares se observan en un
estudio realizado por Alves et al. (2007), quienes evaluaron el comportamiento
superovulatorio para demostrar el efecto de la época en donadoras Holandesas,
estudio en el cual obtuvieron los promedios del total de estructuras, viables,
degeneradas y estructuras no fertilizadas, las cuales fueron 20.29 vs. 8.57; 14.57 vs.

7.14; 4.00 vs. 0.86 y 1.71 vs. 0.57 en invierno y verano, respectivamente.

Cuadro 6. Respuesta superovulatoria por época del afio (Medias +EE)

Epoca
Templada Célida
(N=36) (N=30)
Nimero de foliculos 19.03+1.42° 13.33+ 1.58 °
Tamaiio de foliculos, mm 11.70+0.11 ¢ 10.85+0.13 @
NUmero cuerpos luteos 12.64+ 0.99 @ 8.40+1.11°

2b.¢Medias con diferente literal dentro de hilera, indican diferencia (P<0.05).

4.7 Correlaciones entre larespuesta superovulatoriay la
concentracion de AMH, en base a la época del afio.
Se observa en el Cuadro 7 una elevada correlacion entre el nimero de foliculos,

cuerpos lateos y embriones transferibles con los niveles de AMH en plasma para las
vacas donadoras trabajadas durante la época templada, pero estas correlaciones

demostraron ser bajas en la época célida.
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Cuadro 7. Correlacion de la concentracion de AMH por época del afio con las

variables de respuesta a la superovulacion en vacas donadoras.

Epoca del afio

Templada Calida
N 36 30

Variable R P r P

NGmero de foliculos 0.657 <.0001 0.256 0.318
Tamafno de los foliculos, mm -0.039 0.805 -0.183 0.237
NUmero cuerpos luteos 0.523 0.0004 0.275 0.371
Tasa ovulatoria,% -0.435 0.004 0.359 0.146
Embriones Recolectados 0.431 0.004 -0.168 0.390
Tasa de recoleccioén, % -0.028 0.856 0.050 0.117
Tasa de viabilidad, % -0.020 0.898 0.060 0.848

Estos resultados indican que los cambios en los niveles AMH en plasma estan

relacionados con las variaciones ambientales, por lo que pudiera proponerse a la

AMH como un marcador endocrino en la época templada. Desafortunadamente se

carece de estudios previos que evallen el comportamiento de la hormona respecto a

la época del afio, sin embargo, estos datos se pueden asociar al comportamiento del

metabolismo animal bajo condiciones estables, como debe suceder cuando son

manejados en condiciones templadas en las cuales el animal se encuentra en una

zona de confort o zona termoneutral, que son los limites de temperatura ambiental
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dentro de los cuales el calor normal generado para mantenimiento y de los procesos
productivos estan en situacion no estresante, por lo que no hay problema en la
pérdida de calor y el animal manifiesta al maximo su potencial productivo

genéticamente establecido (Alzina-Lopez et al., 2001).

4.8 Regresiones para la épocatemplada
En el Cuadro 8 se observan los modelos de regresion entre las concentraciones de

AMH vy la respuesta superovulatoria para los animales que fueron trabajados en la
época de templada. El nivel de AMH resulté ser un predictor para el niumero de
foliculos, cuerpos luteos y embriones recolectados, ya que el modelo indica un
incremento de 9.56 foliculos, 4.03 cuerpos lateos y 2.08 embriones recolectados por

cada 1,000 pg de AMH en sangre.

Lo anterior indica un efecto predictor de la AMH principalmente sobre el nUmero de
foliculos, lo cual coincide con lo reportado por Ireland et al. (2007), quienes postulan

a la AMH como un predictor de la reserva folicular ovérica.

Cuadro 8. Andlisis de regresiéon correspondiente a la época templada

Bo B r* P
Numero de foliculos 7 59559 0.00956 0.4319 <.0001
E‘L‘Q?)i”’ de cuerpos 7.03587 0.00403 0.2737 0.0004
Namero de embriones 3.64152 0.00208 0.1855 0.0044

recolectados
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5 CONCLUSIONES

Los niveles de hormona Anti-mulleriana (AMH) y la época del afio resultaron ser
factores que influyeron en forma significativa sobre variables de respuesta a la
superovulacion en vacas donadoras. Niveles de AMH superiores a los 400 pg/ml se
asociaron a una mayor cantidad de foliculos, de cuerpos luteos y de embriones
transferibles en vacas superovuladas; mientras que el efecto de la época del afio
influencié principalmente el nimero de embriones transferibles, el cual se elevo
durante la época de invierno. Adicionalmente, el nivel de AMH resultd ser un
predictor significativo de la respuesta a la superovulacion, principalmente dirante la
época templada donde los valores de asociacion y de predccion resultaron mayores

con respecto al numero de foliculos, de cuerpos luteos y de embriones transferibles.

Por lo anterior, se propone a la AMH como un marcador enddcrino asociado a la
respuesta ovéarica de ganado bovino sometido a un tratamiento superovulatorio

durante la época templada.

Adicionalmente, se recomienda realizar estudios posteriores que cubran un
mayor margen de variabilidad, en los cuales se tome en cuenta la reaccion intrinseca
del animal, involucrando temperatura corporal, frecuencia respiratoria, mediciones
mas frecuentes de la hormona, etc. Lo anterior es con el objetivo de definir
exactamente bajo qué condiciones esta hormona nos puede servir como un indicador

de respuesta en vacas donadoras.
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