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RESUMEN

En ovino, los retrasos en la edad al primer parto dan lugar a periodos
improductivos e importantes pérdidas econdmicas. Los objetivos de este trabajo fueron
determinar si las concentraciones plasmaticas de AMH y la respuesta ovarica a la eCG
antes de la pubertad estaban relacionadas con la precocidad sexual. Con este objetivo se
tomaron muestras sanguineas de 76 corderas de raza Rasa Aragonesa de 3,6 meses para
el andlisis de AMH y simultineamente se inyectaron 600 Ul de eCG para determinar 6
dias después la ovulacion mediante laparoscopia. Las concentraciones de AMH fueron
3-4 veces mayores en las corderas que ovularon que en las que no (P<0,0005). La
fertilidad en la primera cubricion (a 10 meses) se correlaciondé con la AMH (p=0,34,
p<0,01), y con la presencia de ovulacion en la edad prepuber (p=0,25, p<0,05). Las
corderas con AMH >97 pg/ml o con ovulacion >1 presentaron valores de fertilidad
significativamente ~ superiores  (+34,8%, P<0,001 'y +31,5%, P<0,0001,
respectivamente). En conclusion, la concentracion plasmatica de AMH podria ser un
marcador del estado de madurez ovarica en la edad preptber, permitiendo la seleccion
precoz, mediante una Unica toma de sangre, de las corderas de reposicién con mejor
fertilidad predicha en su primera cubricién.
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INTRODUCCION

Reducir la edad al primer parto reduce los costes de la reposicion, aumenta la
vida productiva y disminuye el intervalo generacional (Fogarty et al., 2007). En la Rasa
Aragonesa, a pesar de que las corderas pueden cubrirse con éxito a los 7 meses,
coincidiendo con la estacion sexual, la edad media al primer parto es de 17-18 meses
(Cea et al., 2000). Estos periodos improductivos conllevan un elevado coste para el
ganadero, siendo los costes de mantenimiento de una oveja de esta raza durante un afio
de unos 90 € (Pardos et al., 2007). Por lo tanto, la busqueda de marcadores genéticos o
fisiologicos que permitan una seleccion de las corderas de mayor precocidad sexual
seria de gran interés. Dichos marcadores deberian ser medibles antes de los 3 meses o
25 kg de peso vivo, para permitir la seleccion de la reposicion antes de que se envien a
matadero y se comercialicen seglin las condiciones de la IGP “Ternasco de Aragon”.

Las ovejas nacen con un nimero limitado y muy variable de foliculos y oocitos
que disminuyen con la edad. Trabajos recientes sugieren una relacidon de la reserva
folicular ovarica (foliculos antrales en crecimiento que responden a las gonadotropinas)
con la fertilidad de terneras jovenes (Ireland et al., 2011), lo que parece poner de
manifiesto su impacto sobre la vida reproductiva adulta. El mejor marcador endocrino
de la reserva folicular del ovario en varias especies, como en la vaca, es la AMH (Rico
et al., 2009).

Los objetivos del presente trabajo fueron, (1) determinar si la AMH puede ser
detectada en el plasma de corderas prepuberes Rasa Aragonesa y evaluar su relacion
con la reserva folicular sensible a la eCG a esa edad y (2), investigar la relacion de la
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AMH vy la respuesta ovulatoria en la edad prepuber con la fertilidad en la primera
cubricion.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizo en el CITA de Aragén. Se utilizaron 76 corderas de
raza Rasa Aragonesa de 109+18 dias y de 25,0+2,4 kg (media+SD). Se sacd una
muestra individual de sangre y el plasma se almacendé a -20°C hasta su analisis.
Simultaneamente, se inyectaron 600 Ul de eCG y se determind el numero de
ovulaciones por laparoscopia 6 dias después. La concentracion de AMH se determind
mediante un kit comercial (Active MIS/AMH ELISA Kit, Beckman Coulter France,
Roissy CDG, France). El limite de deteccion fue 15 pg/mL, y los coeficientes de
variacion intra-ensayo fueron menores del 5%. En enero, cuando las ovejas tuvieron
312+18 dias de edad y un peso de 33,1+3,1 kg, se pusieron a cubrir por primera vez
utilizando 4 machos adultos de Rasa Aragonesa, que permanecieron durante 34 dias.

Se analizaron las correlaciones mediante el coeficiente de Spearman (p) y se
usaron modelos lineales generalizados (ANOVA) para variables continuas, y Chi-
cuadrado para variables dicotomicas. Se analizaron las curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic curve) para ambas pruebas (AMH y respuesta ovulatoria), utilizando el
area bajo la curva (AUC) como medidor de su rendimiento global de prediccion de la
fertilidad en la primera cubricion. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando
el software SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

La AMH se detect6 en 71 de las 76 corderas (94%). Las concentraciones fueron
muy variables entre los animales, desde 0 (n=5) hasta 590 pg/mL. La AMH se
correlaciond significativamente con la presencia de al menos una ovulacion en respuesta
a la eCG (p=0,42; P<0,0001). Ni la AMH ni el nimero de ovulaciones estuvieron
correlacionadas con la edad (p=-0,19 y p=0,13; NS) o con el peso vivo (p=-0,08 y
p=0,04; NS). Las corderas que no ovularon presentaron las menores concentraciones de
AMH (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion plasmatica (pg/mL) de hormona Anti-Miilleriana (AMH),
peso (kg) y edad (d) en el momento de la estimulacion con 600 UI de eCG, para los
diferentes grupos de ovulacion de corderas prepuberes (media £ SEM ).

N°ovulaciones  N° ovejas Peso Edad AMH
0 19 250+04° 108 £2° 43,0+ 14,6 °
1-2 38 251+04%  111+£3°  111,9+18,1°
>2 19 24,7+0,8° 108 +4° 163,1+41,0°

Dentro de cada columna, *°: P<0,0005.

La fertilidad en la primera cubricion fue del 28,9% (22/76) y estuvo
correlacionada tanto con la concentraciéon de AMH (p=0,34, P<0,01), como con la
ovulacion inducida por eCG en la edad prepuber (p=0,25; P<0,05). No hubo diferencias
significativas ni en la edad ni en el peso entre las ovejas que quedaron gestantes o
vacias. En la figura 1 se muestran los valores ptimos de corte (“cut-off”) para la AMH
y la ovulacion en la edad prepuber para predecir la fertilidad en la primera cubricidén en
las condiciones del presente trabajo. El valor optimo de AMH fue 97 pg/mL,
correspondiendo con una sensibilidad del 68,2% (15/22) y una especificidad del 72,2%
(39/54). El valor 6ptimo de ovulacion fue >1 ovulaciones, lo que correspondid con una
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sensibilidad del 95,5% (21/22) y una especificidad del 33,3% (18/54). El érea bajo la
curva de ambos test indico que la exactitud global fue ligeramente superior para el test
de la AMH (+0,066), aunque las diferencias no fueron significativas.

Figura 1. Curvas ROC para la prediccion de la fertilidad de corderas Rasa
Aragonesa en la primera cubricion mediante la concentracion plasmatica de AMH
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Las flechas indican los puntos de corte “cut-off” para la AMH (corchetes) y el
nimero de ovulaciones (paréntesis), y la linea discontinua un test aleatorio sin
capacidad discriminante.

En la figura 2 se muestra la fertilidad predicha utilizando ambos tests. La
fertilidad en la primera cubricion fue 34,8 puntos porcentuales mayor en la ovejas con
valores de AMH >97 pg/mL que en aquellas con AMH <97 pg/mL, y 31,5 puntos
porcentuales mayor en la ovejas que ovularon en la edad prepiber comparadas con las
que no lo hicieron.

Figura 2. Fertilidad real a la primera cubricion (no seleccion) y predicha mediante
la utilizacion de los respectivos cut-off para la AMH y la ovulacion inducida por
e¢CG en su edad prepuber.
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Diferencias significativas: *°: P<0,0001; “%: P<0,001.

En las condiciones del presente trabajo, la utilizacién de estos tests para la
seleccion de las corderas de reposicion supondria un incremento de la fertilidad en la
primera cubricion de 21,1 puntos porcentuales para el test de la AMH y de 7,1 para la
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ovulacién inducida por eCG en la edad prepuber. Estos resultados ponen de manifiesto
que aunque ambos test mostraron una precision moderada desde un punto de vista
estadistico, presentaron una gran importancia practica, particularmente la AMH. Para su
posible aplicacion en campo, deberian tenerse en cuenta las condiciones particulares de
cada ganaderia, pero en cualquier caso seria recomendable la eliminacion de las
corderas con los valores mas bajos de AMH.

CONCLUSIONES

La determinacion de AMH en una tnica muestra de plasma durante la edad
prepuber podria ser util para seleccionar las corderas de reposicion mas fértiles en la
primera cubricion.
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ANTI-MULLERIAN HORMONE (AMH) AND OVARIAN RESPONSE TO eCG
IN PREPUBERTAL EWE LAMBS AS POSSIBLE PREDICTORS OF THEIR
FERTILITY AT FIRST MATING

SUMMARY

In sheep, delays at the age at first lambing lead to unproductive periods and
significant economical losses. The objectives of this study were to determine whether
plasma concentrations of AMH and ovarian response to eCG before puberty were
related to sexual precocity. For this purpose, plasma was taken from 76 Rasa Aragonesa
ewe lambs at 3,6 months of age for AMH determination, and simultaneously 600 IU of
eCG was administered and the number of ovulations recorded 6 days later. AMH
concentrations were 3—4-fold higher in ovulating than in non-ovulating ewe lambs
(P<0,0005). Fertility at first mating (at 10 months) was correlated with AMH (p=0,34,
p<0,01) and with the occurrence of ovulation at the prepubertal age (p=0,25, P<0,05).
Ewe lambs with AMH >97 pg/mL or ovulation >1 displayed increased fertility
(+34,8%, P<0,001 and +31,5%, P<0,0001, respectively). In conclusion, plasma AMH
concentration might be a reliable marker of the ovarian status of prepubertal ewe lambs,
which could be useful to select for replacement ewes with a higher predicted fertility at
first mating by a single AMH measurement early in age.
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