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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar en ovinos el impacto de una
suplementacidn proteica-energética focalizada aplicada los dias posteriores a un
servicio de inseminacion artificial a tiempo fijo -IATF- (Dia= 0), sobre el no
retorno al servicio al Dia 21 (NR-D21), fertilidad, prolificidad y fecundidad de
ambos servicios (IATF y siguiente servicio o de “repaso”). Se seleccionaron 312
ovejas multiparas Merino Australiano en un establecimiento comercial (30°4°S;
57 °4”0), sobre campo natural (asignacion de forraje de 4 kg MS/kg de peso
vivo -PV-; PC: 8,2%; FDA: 42,7%; FDN: 71,2%, Cenizas 9,9%), y agua ad
libitum. Las ovejas fueron sincronizadas con esponjas vaginales impregnadas
en medroxiprogesterona aplicadas durante 12 dias y eCG a su retiro,
suplementadas entre los Dias -9 y -3 con harina de soja al 1,2 % del PV (PC:
50,6%; FDA: 11,8%; FDN: 20,2%; Cenizas 5,2), e IATF via cervical. Al Dia 7
se evaludé la tasa ovulatoria (TO) mediante ultrasonografia transrectal. Se
conformaron dos grupos en funcién de la TO, estado corporal (EC) y PV:
Control (C; n= 157) y Suplementado (S; n= 155), y dentro de ellos, segun
retorno o no retorno al servicio dos subgrupos: Suplementado o Control con No
Retorno al servicio (C-NR, n=100; S-NR, n=102), y Suplementado o Control
con Retorno al servicio (C-R, n=57; S-R, n=53). El grupo S se suplementd
nuevamente entre los Dias 8 y 14. De 25 ovejas representativas de cada grupo
experimental se obtuvieron muestras de plasma sanguineo los Dias 8, 12, 14y
17 para evaluar el estatus metabdlico en cada subgrupo (BHB, AGNE, urea,
proteinas totales, albimina y colesterol). El servicio de repaso se realiz6 entre
los Dias 14 y 21 con carneros marcados con tierra de color (NR-D21). Al Dia
26 se evalud TO en las ovejas que tuvieron servicio de repaso, confirmandose
fertilidad, prolificidad y fecundidad en ambos servicios al Dia 60, mediante
ultrasonografia transabdominal. No se observaron variaciones significativas en
PV o EC entre grupos o a lo largo del experimento. No se observaron diferencias
significativas en el NR-D21 (63,7 vs. 65,8%), fertilidad (62,4 vs. 64,5%),
prolificidad (1,33 + 0,76 vs. 1,32 £ 0,75 fetos), fecundidad (82,8 vs. 85,2%), o
pérdidas embrionarias parciales (18,5 vs. 18,1%) y totales (37,6 vs. 35,5%) al
servicio de IATF; o TO (1,16 + 0,37 vs. 1,15 *+ 0,36 ovulaciones), fertilidad
(87,7 vs. 92,4), prolificidad (1,00 £ 0,0 vs. 1,02 + 0,14) o fecundidad (87,7 vs.
90,6) al servicio de repaso, para grupos C-NR y S-NR, C-R y S-R
respectivamente. Los niveles de AGNE estaban incrementados en todas las
ovejas al Dia 8, la suplementacion generd niveles de urea por encima de valores
fisioldgicos, entre el Dia 12 y 14 (P>0,05). Los niveles de los demas parametros
metabolicos no variaron en forma significativa entre grupos y subgrupos (P>
0,05). Se concluye que, la suplementacion proteica-energética focalizada con
harina de soja aplicada posteriormente a un servicio de IATF no ocasiona un
incremento en las pérdidas embrionarias de este servicio, pero tampoco
incrementa la TO, prolificidad o fecundidad del servicio de repaso.



SUMMARY

The aim of this experiment was to evaluate the impact of a focus feeding
supplementation (protein-energy) applied days prior to the second service of timed
artificially inseminated ewes -TAI- (Day=0), the no- return to service to Day 21 (NR-
D21), fertility, prolificacy and fecundity of two services. 312 multiparous Merino
ewes grazing native pastures (4 kg DM/kg of body weight -BW-; CP: 8.2%, ADF:
42.7%, NDF: 71.2%, Ashes 9.9%), and water ad libitum were selected on a
commercial farm (-30°44°S; -57.39°W). Ewes were synchronized with progestogens
vaginal sponges for 12 days and eCG at withdrawal, supplemented between Days -9
and -3 with soybean meal at 1.2 % of BW (CP 50.6%, ADF: 11.8%, NDF: 20.2%,
Ashes 5.2), and cervical TAI (Day 0). At Day 7 post TAI the ovulatory rate (OR) was
evaluated by transrectal ultrasonography. Two group was formed based on OR, body
condition score (BCS) and BW: Supplement (S; n=155) and Control (C; n=157).
Inside group according return to second service or not, two sub-group was formed:
Supplement or Control No return to service (C-NR, n=100; S-NR, n=102) or second
service pregnant (C-R, n=57; S-R, n=53). The S group was supplemented again
between Days 8 and 14 after the TAI. Blood samples were obtained from 25 ewes of
each group on Days 8, 12, 14 and 17 to evaluate the sub-group metabolic status (BHB,
NEFA, urea, total proteins, alboumin and cholesterol). The second service was carried
out between Days 14 and 21 with rams marked estimating NR-D21. At Day 26 OR
was evaluated in ewes that had second service, confirming fertility, prolificacy and
fecundity of TAI and second service on Day 60, by transabdominal ultrasonography.
No variations were observed in BW or BC between groups or throughout the
experiment. No significant differences were observed in NR-D21 (63.7 vs. 65.8%),
fertility (62.4 vs. 64.5%), prolificacy (1.33 £ 0.76 vs. 1.32 £ 0.75), fecundity (82.8 vs.
85.2%), partial (18.5 vs. 18.1%) or total embryo wastage (37.6 vs. 35.5%) at TAI
service; or OR (1.16 + 0.37 vs. 1.15 + 0.36), fertility (87.7 vs. 92.4), prolificacy (1.00
+ 0.0 vs. 1.02 + 0.14) or fecundity (87.7 vs. 90.6) to the second service for C and S
groups respectively. All NEFA levels were increased at Day 8, in S group the urea
level in plasm was increased significantly (P> 0.05) between Day 12 and 14. The other
metabolic parameters do not variate significantly (P> 0.05). We concluded that
supplementation with soybean meal before the second service does not cause an
increase in the embryonic wastage of the TAI service, but neither increase the
prolificacy or fecundity of the second service.



INTRODUCCION

Desde principios de los afios 90, la cantidad de ovinos en Uruguay cay0
drasticamente hasta ubicarse en la actualidad en los 6,4 millones de cabezas
(DICOSE, 2018). Esta disminucion del stock se vio acompafiado con una
concentracion de la produccion ovina en suelos de menor aptitud pastoril, como son
los de las regiones de Areniscas de Tacuarembo, Cristalino y Basalto (MGAP, 2018).
Segun encuestas recientes, dos tercios de los productores asentados en esas regiones
tienen una tasa de procreo o sefialada (corderos sefialados/ovejas puestas en servicio)
menor al 70% (Gomez Miller, 2017), estos valores se encuentran muy por debajo del
potencial de gestaciones maltiples de esta especie (Azzarini, 2000).

Se haidentificado como principales problemas de la cadena agroindustrial ovina
uruguaya los bajos indices de produccidon como ser el porcentaje de destete y la tasa
de extraccion (Montossi, 2003). En un escenario de competencia del rubro ovino con
otras producciones (ganaderia bovina y agricultura), es necesario que estos sistemas
productivos sean mas eficientes y rentables, para ello se deben maximizar los
productos de esta especie (carne y lana). Es crucial entonces incrementar el nimero
de corderos que se obtiene por oveja servida, siendo decisivo para ello un mayor
numero de ovejas gestando mellizos. La mayor disponibilidad de corderos determina
mayores ingresos econémicos por venta de animales, mayor cantidad de hembras de
reemplazo, por ende, una mayor presion de seleccion, y un aumento en la tasa de
extraccion (Azzarini, 2000).

Existen diferentes caminos para llegar a un incremento en el nimero de corderos
nacidos por oveja parida. A través de la via genética (incorporacion de cruzamientos
prolificos o maternales; Banchero et al., 2006; Ganzabal et al., 2011) o, sin cambiar
de raza, mejorando las condiciones ambientales, en particular la nutricion y el acceso
a alimento de superior calidad, lo que llevara al incremento en el peso vivo -PV- o
estado corporal -EC- (flushing tradicional), o sin este incremento (suplementacion
corta o “focalizada”; Martin et al., 2004).

La aplicacion “precisa” de suplementaciones cortas o focalizadas durante
protocolos de sincronizacion de estros e inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF),
ha demostrado ser efectiva en incrementar la prolificidad de ese servicio (Errandonea
et al., 2018; Olivera- Muzante et al., 2019). Sin embargo, esta importante mejora en
la prolificidad del primer servicio termina no teniendo un gran impacto en la
prolificidad final (servicio de IATF + servicio de repaso), ya que en el repaso (segundo
servicio) la prolificidad volveria a ser la natural de la raza (Errandonea, 2018). Parece
de sumo interés entonces, evaluar nuevas alternativas que permitan la obtencion de
un mayor numero de corderos luego de dos servicios. Una de las posibles opciones a
explorar seria implementar una nueva suplementacion focalizada previa al servicio de
repaso, como forma de aumentar también el nimero de ovejas con carga fetal maltiple
en este segundo servicio. Sin embargo, no se conoce si esta suplementacion sera
efectiva en incrementar la prolificidad del servicio de repaso, sin afectar los resultados
reproductivos del primer servicio.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Desarrollo folicular durante el ciclo estral en la oveja

La oveja es un rumiante poliéstrico estacional, cuyo estimulo para el inicio de
la actividad ciclica son cambios ambientales, en particular la disminucion de las horas
de luz del dia, de tal manera que los partos ocurran en estacion favorable para la
supervivencia de las crias (Ungerfeld, 2002). Durante la estacion de cria los ciclos
estrales se repiten cada 17 + 3 dias (Duran del Campo, 1980; Senger, 2005). De
acuerdo con el tipo de estructuras predominantes en el ovario, el ciclo se divide en
dos fases, una luteal (desde el Dia 2 o 3 hasta el Dia 13; Dia 0 = estro), en la cual hay
presencia de al menos un cuerpo lateo (CL), y una fase folicular (desde el Dia 13 014
hasta el Dia 2), en la cual las estructuras predominantes son los foliculos (Senger,
2005).

En cada ciclo estral se observan diferentes patrones de crecimiento de los
foliculos, a estos patrones se les denomina ondas foliculares, el nUmero de ondas
foliculares durante el ciclo estral varia entre 2 a 4 (Evans, 2003). Son varios los
factores que pueden influir en el nimero de ondas, dentro de ellos, se destacan la raza
(Evans, 2003) y el EC (Vifioles, 2003; Menchaca & Rubianes, 2004). El EC tendria
influencia en el nimero de ondas foliculares (Vifoles et al., 2002), con EC (>3)
tienden a tener tres ondas, mientras que ovejas en menor condicion (<3) varia el
namero de ondas entre dos y tres. A cada onda folicular la precede un aumento en la
concentracion de hormona foliculo estimulante (FSH) que estimula el desarrollo y
crecimiento de varios foliculos pequefios, este es el origen del reclutamiento y
emergencia de la onda. De la nueva onda, uno o0 mas foliculos alcanzaran un diametro
>5 mm, a una tasa de crecimiento de 1 mm/dia (Evans et al., 2002; Vifioles et al.,
2002).

El mecanismo por el cual ocurre la seleccion folicular se basa en la respuesta
diferencial de los foliculos dentro de una misma onda a la hormona luteinizante (LH)
y FSH (Adam, 1999), uno de los foliculos se volvera independiente de la FSH y sera
capaz de continuar su crecimiento con LH (foliculo dominante). A medida que
aumenta el tamafio, se incrementa la secrecion de estradiol, androstenediona e
inhibina, esto originara una caida en los niveles de FSH circulante (Souza et al., 1998),
lo que finalmente limita el nimero de foliculos que ovularan (Baird, 1983).

La cantidad de ovocitos ovulados puede estimarse mediante el conteo indirecto
de CL por ecografia (Vifioles et al., 2010), determinandose lo que se conoce como
tasa ovulatoria (TO). ElI nimero de ovocitos liberados en cada ciclo estral esta
relacionado a factores intrinsecos de la oveja (raza, biotipo, edad, PV, EC), asi como
también a condiciones ambientales (nutricion, estacion reproductiva). En el caso de
ovulaciones mudltiples, los ovocitos liberados pueden provenir de la ultima y
penultima ondas de desarrollo folicular (Noakes, 2009).



Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) en ovinos

A pesar de las maltiples bondades de la técnica de inseminacion artificial (1A)
en ovinos (Faigl et al., 2012; Gibbons et al., 2019), y del amplio conocimiento de ésta
por parte de los productores (Gomez Miller, 2017), sélo el 4,1% de los productores
dedicados a la cria comercial en Uruguay la utilizan (MGAP, 2018). De esta manera,
el nivel de aplicacion actual en el pais no sobrepasa el 6 - 7% de las hembras ovinas
en servicio (Fernandez Abella & Villegas, 2015). De las ovejas inseminadas en
nuestro pais, la amplia mayoria (85%) se insemina con semen fresco, mientras que el
resto (15%) se insemina con semen congelado (Fernandez Abella & Villegas, 2015).

La IA tradicional de 35 dias de duracién (dos ciclos estrales), trae aparejado una
potencial disminucién del estatus sanitario y nutricional, y en consecuencia de la
fertilidad de los animales, basicamente por un incremento en los movimientos y
manejos de la majada (Menchaca & Rubianes, 2004; Olivera & Gil, 2005). Para
disminuir los frecuentes manejos, se han generado dos alternativas: 1) La
presincronizacion de estros por aplicacion de prostaglandina F2a o sus analogos
sintéticos (PG) y posterior monta natural o 1A a estro natural detectado (Vifioles et al.,
2005; Banchero et al., 2012) o, 2) La utilizacion de la IATF, que consiste en realizar
la 1A sin necesidad de deteccion de estro. Esta biotecnologia presenta ventajas de
manejo (menor movimiento de animales), sanitarias (menor probabilidad de
transmision de enfermedades infectocontagiosas), y econdémicas (costo en genética,
necesidad de personal y costos implicitos; Menchaca & Rubianes, 2004; Olivera-
Muzante, 2018; Gibbons et al., 2019). Para que un programa de IATF tenga éxito, se
deben de agrupar las ovulaciones de manera que al momento de realizar la
inseminacién la mayoria de las ovejas estén proximas a ovular. Se identifican dos
grandes tipos de protocolos de sincronizacion hormonal de estros y ovulacion en la
hembra ovina para realizar IATF: el uso de progesterona o progestagenos sintéticos
(P4) asociados a gonadotrofinas, o el uso de PG (Gonzélez- Bulnes et al., 2020).

Protocolos de IATF en base al uso de PG

Desde hace mucho tiempo se conoce el efecto luteolitico de la PG (McCracken
et al., 1970). Teniendo en cuenta este efecto, y la temprana sensibilidad del CL a la
PG en la oveja (Rubianes et al., 2003), se generd en el pais un protocolo denominado
Synchrovine®, con la administracion de dos dosis de PG separadas tan solo siete dias
(Menchaca & Rubianes, 2004). Este protocolo, a pesar de causar gran sincronia de
estros y ovulaciones, posee escasa fertilidad (Olivera- Muzante et al., 2011; Vifioles
et al., 2011), lo que disminuy0 su aplicacion. La fertilidad y/o la prolificidad no
aumento ni con suplementaciones cortas (Fierro et al., 2014). Para incrementar la
fertilidad cuando se usan protocolos a base de PG, se plante6 incrementar el intervalo
entre las dos dosis (entre 14 y 16 dias), con lo que se lograron resultados aceptables
de fertilidad (Fierro et al., 2016; Fierro et al., 2017). A pesar de ser mas econémico,
practico y generar menos residuos bioldgicos, que las alternativas tradicionales
disponibles (P4 + gonadotrofinas) (Olivera- Muzante, 2018), esta alternativa es aun
escasamente implementada (Gonzalez- Bulnes et al., 2020).
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Protocolos de IATF en base al uso de P4 y gonadotrofinas

Este método es el mas utilizado a nivel comercial para la sincronizacion de
estros e IATF y tiene como fundamento simular una fase luteal de duracién normal
(Gordon, 1983; Fernandez Abella & Villegas, 2015; Gonzélez- Bulnes et al., 2020).
Posee la ventaja de poder ser usado tanto en anestro como en la estacion reproductiva
(Menchaca & Rubianes, 2004). La forma de aplicacion mas frecuente es con
dispositivos intravaginales con P4, asociados a tratamientos con gonadotrofinas al
momento de retirar los mismos, con el fin de obtener una sincronia entre la ovulacion
y la 1A. La gonadotrofina mas utilizada es la coridnica equina (eCG), cuya dosis varia
entre 200 y 500 Ul dependiendo del momento del afio y la raza (Abecia et al., 2012).
El tiempo de permanencia del dispositivo en la oveja puede variar, segln se trate de
protocolos “largos” (12 a 14 dias) o “cortos” (5 a 7 dias). Si bien no se observan
diferencias en fertilidad ni prolificidad entre ambos protocolos, los cortos son méas
adaptables a eventuales cambios, pero requieren una dosis de PG para la lisis de CL
aun presentes (Menchaca et al., 2009). La IA se debe realizar entre 48 a 60 horas luego
de retirado el dispositivo liberador de P4, dependiendo de la via de IA utilizada
(cervical o intrauterina), y del tipo de preservacion del semen utilizada (Cognie et al.
1970; Colas et al. 1973; Colas et al. 1974).

Relacion entre la reproduccion y la nutricion en ovinos

El nimero de corderos por oveja parida es lo que se denomina “prolificidad”, y
es dependiente del nimero de ovulaciones al momento del servicio (Banchero &
Quintans, 2005). La TO esta determinada genéticamente, existiendo biotipos que en
forma pura o cruzas poseen mayor TO, la expresion de este potencial genético esta
limitada por varios factores, siendo los principales el fotoperiodo, la nutricién y el
estrés (Lindsay et al., 1993; Vifioles, 2003; Vifioles et al., 2009; Scaramuzzi et al.,
2011).

La nutricion se relaciona con la reproduccién a través del balance energético
(relacion entre la energia consumida y la energia requerida). Cuando el balance
energético resulta positivo (saldo positivo entre consumo y requerimientos), las
concentraciones de insulina, leptina, glucosa, IGF-1y triacilglicéridos se incrementan,
estimulando la foliculogénesis por accion directa sobre el ovario (Scaramuzzi et al.,
2006; Scaramuzzi et al., 2011; Vifioles et al., 2012). Por otra parte, en situaciones de
subnutricién, cuando el balance energético es negativo parte de la energia necesaria
para el mantenimiento del animal se obtiene a partir de sus reservas corporales,
disminuyendo el EC y se incrementan las concentraciones sanguineas de acidos grasos
no esterificados (AGNE; Sosa et. al, 2006) y de GH (hormona del crecimiento,
Scaramuzzi et al., 2010).

Segun la informacion nacional e internacional, la nutricion puede incidir en la
reproduccion por tres caminos diferentes de acuerdo si se asocian 0 no a cambios en
el PV y/o EC de la hembra. Es lo que se denomina efecto “estatico”, “dindmico” e
“inmediato” de la nutricion (Figura 1). Es asi como, al momento del servicio ovejas
con mayor PV, y que lo mantienen constante tendran mayores TO comparado con
ovejas de menor PV, en lo que se denomina “efecto estatico” del PV (Downing &
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Scaramuzzi, 1991). Se estiman incrementos en la TO del orden de 1,1 a 1,7% por cada
kg de PV adicional al peso critico al servicio en animales de la misma raza (Kelly &
Croker, 1990; Ganzabal et al., 2003).

En condiciones nutricionales donde el PV y el EC aumenten en las semanas
previas al servicio se observan también incrementos en la TO y/o prolificidad (efecto
dinamico o “flushing”; Uriarte et al., 1988; Smith & Stewart, 1990). Reportes
nacionales indican que es posible utilizar este mecanismo tanto con pasturas
sembradas de buena calidad (principalmente leguminosas; Uriarte et al., 1988;
Fernandez Abella et al., 2005; Vifioles et al., 2009) como con concentrados. La
suplementacion diaria de ovejas pastoreando campo natural con niveles de inclusion
de 125 gr de proteina digestible (400 gr de harina de soja por oveja y por dia), durante
tres semanas (dos antes del inicio del servicio y una posterior) generd incrementos de
la prolificidad del entorno del 12%, con relacion a ovejas no suplementadas (Esponda,
Itzaina y Ramos, 2016). En sintesis, el flushing por al menos tres semanas, genera un
incremento en la prolificidad final obtenida. A nivel metabdlico, tanto la
suplementacidn energético-proteica con ingredientes ricos en carbohidratos, lipidos y
proteina (semilla de algodon, grano de soja), al 0,5% del PV durante tres semanas, o
el acceso a pasturas mejoradas por al menos 30 dias, repercute en los niveles séricos
de metabolitos energéticos y/o proteicos, y eleva el EC, mejorando los indicadores
reproductivos (Uriarte et al., 1988; Macedo et al., 2018). Ese incremento en la TO
conseguida se debe a que se incrementan las concentraciones de FSH circulante (que
estimula el crecimiento de los foliculos), como también un incremento en el nimero
de foliculos que responden, y que son dependientes de esta hormona (Scaramuzzi et
al., 2011).

Finalmente se identifica un tercer efecto de la nutricion denominado
“inmediato” 0 ‘“agudo”, que consiste en el incremento significativo del plano
nutricional durante pocos dias previo al servicio, sin modificacion del PV ni EC de
las ovejas, lograndose también un incremento en la TO. Esto ha sido denominado
suplementacion corta o “focalizada” (Vinoles et al., 2005).
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Figura 1. Duracion de la suplementacion, tasa ovulatoria (TO) y cambios en
el peso vivo (PV). Existen tres alternativas nutricionales para aumentar la TO: 1) la
suplementacion focalizada con efecto “agudo o inmediato”, generada por un
alimento de muy buena calidad durante pocos dias, y sin modificacion del PV; 2) la
suplementacion “dinamica”: méas prolongada en el tiempo, y con aumento del PV;y
3) la “estatica”: sin suplementacion, observada en ovejas que llegan al servicio con
mayor PV, pero sin cambios en este. Modificado de Scaramuzzi et al., 2006.

Suplementacién focalizada

La suplementacién focalizada consiste en generar incrementos significativos
en TO suplementando por tan solo 4 a 6 dias, sin alterar el PV o EC (Stewarth &
Oldham, 1986; Downing et al. 1995; Vifioles, 2003). Requiere el uso de alimentos
con buenos aportes de energia y proteina (Smith, 1985; Teleni et al. 1989; Scaramuzzi
etal., 2010, Dupont et al., 2014). No hay consenso si es la proteina o la energia la que
explica la respuesta en TO o si es la sinergia de ambos (Scaramuzzi et al., 2010;
Dupont et al., 2014). El incremento en la TO no se deberia a estimulos hormonales
sino al efecto de los nutrientes sobre el ovario, en particular la glucosa (Downing et
al., 1995).

El periodo de suplementacion necesario dependera del tipo de alimento que se
considere. Para pasturas de buena calidad se necesitan al menos 12 dias de pastoreo
para incrementar el tamafio de camada (Vifioles et al., 2009). El acceso de ovejas de
raza Corriedale de dos variedades (prolificas y no prolificas), por 20 dias a un
mejoramiento con lotus Maku, produjo un incremento en la TO y en el porcentaje de
ovejas con gestaciones multiples. Tal incremento se generd por la ingestion de
aproximadamente 246 gr de proteina cruda (PC) /dia, sin incrementos significativos
en el EC (Fernandez Abella et al., 2005). De manera similar, Robertson et al. (2014),
permitiendo el acceso de ovejas no sincronizadas a pasturas de buena calidad (alfalfa),
desde una semana antes del ingreso de carneros al servicio, hasta una semana después,
reporta incrementos del nidmero de corderos obtenidos del orden de 21 puntos
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porcentuales, con relacion al grupo que consume pasturas de menor calidad (pastura
fibrosa). En sintesis, para realizar una suplementacién focalizada usando pasturas, se
requiere al menos de 12 dias, mientras que, con la administracion de concentrados
energeéticos (grano de maiz) o energético-proteicos (harina de soja, grano de lupino),
se observan efectos en la TO a partir de los 4-6 dias (Scaramuzzi et al., 2006; Banchero
et al., 2006; Vifioles et al., 2009; Habibizad et al., 2015). Dentro de este tipo de
concentrados la harina de soja, con su elevado nivel de PC (minimo 45% del peso
seco) y energia metabolizable (EM; 3,0 Mcal/kg; Mieres, 2004) es de las opciones
mas eficaces en elevar la TO (Banchero et al., 2006; Vifioles et al., 2009; Banchero et
al., 2012). A esa calidad nutricional, hay que agregar que es un producto seguro, que
no genera acidosis, siendo de facil acceso comercial a los productores, de alli su
eleccion.

Al tratarse de una suplementacion tan corta, el momento en la que se realiza
es clave para lograr el efecto deseado. Si la suplementacién se efectlia a comienzos
del ciclo estral, desde el Dia 1 al 4 (fase folicular y fase luteal temprana), aun con
niveles de energia por encima de los requerimientos de mantenimiento (1,25 veces),
no se logra mejorar la TO (Senosy et al., 2013). Para lograr este efecto, el suplemento
debe de ser suministrado hacia el final del ciclo estral, previo a la lutedlisis y
emergencia de la dltima onda folicular (Smith & Stewarth, 1990; Downing et al.,
1995). Suplementaciones en este momento consiguen incrementos en TO de hasta un
37%, con mayor proporcion de ovulaciones dobles (Nottle et al., 1988).

Esta suplementacion ejerce su efecto a través de hormonas metabdlicas a nivel
ovarico (sin modificacion de los niveles de FSH a diferencia del flushing tradicional),
la magnitud de la respuesta sera en funcion del nimero de foliculos disponibles. En
tal sentido, ovejas con alto EC tienen un mayor nimero de foliculos capaces de
responder (dependientes de gonadotrofinas) que ovejas bajas en EC (Rhind &
McNeilly, 1986; Rhind et al., 1989; Xu et al., 1989, Vifioles et al., 2002). A pesar de
todas estas consideraciones, sélo responden a la suplementacion focalizada e
incrementan la TO y/o prolificidad entre el 30 y 50% de las ovejas tratadas
(Scaramuzzi et al., 2011).

Por otra parte, para que una suplementacion focalizada sea efectiva en el mayor
numero de ovejas es necesario sincronizar los ciclos estrales, lo que permitiria una
mayor “precision” en la aplicacion del estimulo nutricional (Robinson et al., 2006).
Esto seria posible a través de una presincronizacion de los estros (usando una o dos
dosis de PG), o mediante la sincronizacion de los estros (usando protocolos en base a
PG o P4+eCQG). La asociacion de la sincronizacion de estros con doble dosis de PG
separadas 15 dias, y una suplementacion focalizada con harina de soja aplicada entre
los Dias -7y -3 (Dia 0= IATF), ha demostrado ser eficaz en incrementar la prolificidad
y fecundidad al servicio de IATF (Errandonea et al., 2018). Sin embargo, la adicion
de harina de soja a protocolos de P4 + eCG parece ser mas efectiva en incrementar la
prolificidad, que la alcanzada con el protocolo de doble dosis de PG separadas 15 o
16 dias (Olivera- Muzante et al., 2019), contrarrestando quizas con suplementacion
las mayores pérdidas reproductivas observadas con el protocolo de P4+eCG (Fierro
& Olivera- Muzante, 2017). Con el interés de generar una mayor respuesta en
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prolificidad a través de la suplementacion focalizada, este protocolo seria el de
eleccion.

Desarrollo embrionario temprano

Una vez ocurrida la fertilizaciéon del ovocito en el oviducto, se produce la
fusion de los pronucleos del macho y hembra, form&ndose el cigoto (Senger, 2005).
Al cuarto dia de la fecundacién el embrion arriba al Utero en estado de mérula (16 a
32 células; Spencer et al., 2004). La nutricion del embrion a partir de este momento
depende de las secreciones de las glandulas uterinas (Noakes, 2009). Al dia seis se
genera el blastocito, que desde el dia 11 se elonga (por estimulo de la progesterona),
en un proceso fundamental para el reconocimiento maternal de la gestacion y la
produccion de interferdn tau (IFN-t; Spencer et al., 2004). La secrecion de IFN-t actla
de forma paracrina impidiendo la lute6lisis al inhibir la produccion de PG en el
endometrio (Senger, 2005). En ovejas que hayan reconocido la gestacion, a partir del
dia 12 se triplica la afluencia de glucosa y nutrientes hacia la luz uterina (Gao et al.,
2009). Desde el dia 16, el trofoblasto se adhiere al endometrio comenzando la
implantacion (Spencer et al., 2004).

Mortalidad embrionaria en ovinos

La mortalidad embrionaria puede causar una disminucién significativa de la
performance reproductiva de las ovejas (Wilkins & Croker, 1990). Conceptualmente
se define como la pérdida de los embriones generados entre la concepcion y el fin de
la diferenciacién embrionaria (35 a 40 dias de gestacion). En base al momento en el
que ocurran, se puede clasificar las pérdidas embrionarias en tempranas (entre la
concepcion y el dia 20), y las tardias (entre el dia 21 y el dia 40 de gestacion;
Fernandez Abella & Villegas, 2015).

Edey (1969), sugiere que en promedio entre el 20 y el 30% de los embriones se
pierden en el primer mes de gestacion, y que las pérdidas posteriores a este periodo
son relativamente pequefias. Willingham et al. (1986), en un estudio llevado a cabo
en zonas ovejeras de los Estados Unidos de Norteamérica a lo largo de diez afios,
concluye que la magnitud de las pérdidas entre la ovulacion y la implantacion puede
ser hasta el 33,5% de los embriones potenciales, observandose mayor proporcion de
pérdidas en ovejas que tienen una TO mayor a dos. En resumen, la mayoria de las
pérdidas ocurririan antes del dia 20 de gestacion (Wilkins & Croker, 1990). El
momento de la pérdida incidira en el desempefio reproductivo de la hembra. Si la
muerte embrionaria acontece antes del inicio del reconocimiento materno de la
gestacion, la duracién del ciclo estral no se vera afectada, sin embargo, si la muerte es
posterior, habra un aumento en el intervalo entre estros (Fernandez Abella & Villegas,
2015).

Varios factores pueden disminuir la supervivencia de los embriones,
incluyendo defectos cromosomicos, defectos de los gametos, el genotipo, TO de las
ovejas, consumo de plantas toxicas, desequilibrios y deficiencias hormonales, niveles
nutricionales, localizaciébn del embrion, fotoperiodo, estrés, parasitosis
gastrointestinales, enfermedades infecciosas y el manejo de la majada durante el



servicio (apartes, encierres frecuentes, movimientos en horas de calor; Wilkins &
Croker, 1990; Fernandez Abella & Villegas, 2015).

Efecto de la nutricion en el desarrollo embrionario temprano: subnutricion
y sobre nutricion

Durante este periodo, tanto la subnutricion como la sobre nutricion puede tener
efectos sobre el desarrollo de los embriones. Abecia et al. (1997), trabajando con
ovejas Rasa Aragonesa con tres niveles nutricionales (restriccion, restriccion mas
proteina, y sin restriccion) desde el Dia -14 al dia 7 respecto a la ovulacion, concluyen
que el nivel nutricional no tuvo efecto en la tasa de prefiez. Sin embargo, en el mismo
estudio encuentra que los embriones de ovejas sometidas a un régimen de restriccion
nutricional tuvieron un retraso en el desarrollo con respecto a embriones de ovejas sin
restriccion. En el mismo sentido Rhind et al. (1989), concluyen que niveles
nutricionales por debajo de los requerimientos después del servicio comprometen la
tasa de crecimiento embrionario, e inducen a una mayor tasa de pérdidas
embrionarias. Abecia et al. (1999), reportan que embriones de ovejas subnutridas
tienen menor produccion de IFN-t, lo que generaria un incremento en la concentracion
de PG endometrial y por ende una menor fertilidad. En sintesis, hay evidencias de que
las pérdidas por subnutricion pueden estar relacionadas con la alteracion en los niveles
de hormonas metabdlicas, con el crecimiento e implantacion del embridén o con
modificaciones en el ambiente uterino (Vifioles et al., 2005; Sosa et al., 2006).

Por otra parte, la sobrealimentacion también puede tener efectos perjudiciales
para la prefiez. Parr et al. (1987) evidencian que una sobrealimentacién al doble de los
requerimientos energéticos y proteicos entre el dia 2 al 14 después de la monta afectd
el porcentaje de ovejas que quedaban prefiadas, mientras que los niveles de
alimentacion bajos y medios no generaron disminucion en la prefiez. Sin embargo, la
suplementaciébn no gener6 alteraciones en la prolificidad de las ovejas,
independientemente del nivel de alimentacion implementado. Se plantea que la
sobrealimentacion produciria una disminucion de las concentraciones de progesterona
en sangre periférica. El clearance (metabolizacion) de la progesterona se produce a
nivel hepético e intestinal, donde se remueve el 96% de la progesterona que llega.
Asimismo, el flujo de sangre que llega al higado esta relacionado con el nivel de
alimentacion, es asi como dietas al doble de mantenimiento incrementan la perfusion,
acelerando el metabolismo de la progesterona (Parr et al., 1993). De esta manera, un
incremento en el plano nutricional podria significar una disminucion de la
concentracion de progesterona y una menor tasa de prefiez.

El incremento en el plano nutricional durante la primera semana despueés del
servicio no parece generar un incremento en las pérdidas embrionarias. Esponda,
Itzaina y Ramos (2016), suplementando ovejas Corriedale diariamente con harina de
soja a razon de 400 gr diarios, desde dos semanas antes al inicio de la monta hasta una
semana después, no observaron incrementos en las pérdidas embrionarias. En el
mismo sentido, Robertson et al. (2015a), alimentando “ad libitum” ovejas Merino con
alfalfa, hasta siete dias posteriores a la inseminacion, observan que no se reduce la
proporcién de ovejas con prefieces multiples. Sin embargo, la prolongacién del plano
alimenticio elevado hasta el dia 17 pos-servicio, redujo la proporcion de ovejas con

9



prefieces multiples, en comparacion con ovejas alimentadas a mantenimiento
(Robertson et al., 2015b).

El porcentaje de inclusion de proteina en la dieta podria estar relacionado con
las pérdidas embrionarias en las primeras etapas de la gestacion. Niveles de
suplementacion del 44% de PC en la dieta por 45 dias (30 antes y 15 posteriores al
inicio del servicio), generarian una menor tasa de concepcién, menor nimero de
embriones por un menor pH uterino, en comparacién a ovejas suplementadas con el
24% de PC (Meza- Herrera et al., 2010).

Produccion ovina y estres

La produccion ovina uruguaya se desarrolla a cielo abierto, los ovinos estan
expuestos a condiciones ambientales adversas (viento, lluvias y variaciones de la
temperatura ambiente), lo que provoca diferentes respuestas del animal frente a estos
estimulos nocivos (Saravia & Cruz, 2003). El estrés ambiental no se limita a las
condiciones climaticas, ya que cualquier situacion que obligue al animal a adaptarse
supone un factor de estrés, por ejemplo, la nutricion, el encierro, largas caminatas,
manejos prolongados (Naqvi et al., 2012).

Todas las especies de mamiferos poseen una zona térmica de confort en la cual
no es necesaria una alteracion del metabolismo para mantener la temperatura interna
constante, en el ovino adulto con vellon varia entre 7 a 20°C, superada la misma se
ponen en marcha diferentes mecanismos de adaptacion (aumento de frecuencia
respiratoria, vasodilatacién periférica, sudoracion y jadeo). La redistribucion del flujo
sanguineo reduce el volumen de sangre hacia el tracto reproductor, llegando a generar
disturbios enddcrinos (Saravia y Cruz, 2003). En un reporte sobre 1A en ovejas
lecheras de Espafia, se demostr6 que la temperatura ambiental puede afectar la
fertilidad, teniendo un efecto diferente segun se trate de verano o invierno, en verano
son las altas temperaturas las que causan este efecto, mientras que en invierno (ovejas
servidas a contra estacion) son las bajas (Palacios & Abecia, 2015). Esta disminucion
de la fertilidad podria explicarse por embriones de pobre calidad comparada con otras
ovejas sin estrés (Naqvi et al., 2012). No es claro si esta situacion puede darse en las
ovejas en Uruguay. Se ha reportado en nuestro pais que temperaturas ambientales por
encima de los 32°C causan bajas tasas de concepcion (Fernandez Abella, 1993).

Las precipitaciones elevadas también pueden afectar la reproduccion
dependiendo del momento en el que ocurran. Las lluvias intensas en los cinco o seis
dias previos al servicio reducen considerablemente la TO (Doney et al., 1973). La
ocurrencia de lluvias abundantes (mayores a 100 mm) inhibe el comportamiento de
estro, asi como también aumentaria la mortalidad embrionaria cuando las mismas
ocurren tres dias luego del servicio (Doney et al., 1973). Es posible que las
precipitaciones induzcan una respuesta de estrés en la oveja. Mas alla de que pueda
haber multiples causas de estrés, la respuesta de la oveja es similar, las neuronas
productoras de GABA (acido gama aminobutirico) del hipotalamo se activan (ver
Figura 2), inhibiendo la secrecion de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH),
pudiendo llegar a bloguear el pico preovulatorio y por ende la ovulacion (Sliwowska
et al., 2006; Dobson et al., 2012). En condiciones de estrés, se elevan las
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concentraciones de cortisol que entre otros efectos estimula la neoglucogésis hepatica
a partir de precursores no carbohidratos (entre ellos betahidroxibutirato -BHB-), pero
no se producirian alteraciones en las concentraciones de proteinas séricas, colesterol
y urea (Maurya et al., 2012).

El estrés nutricional es otro de tipo de estrés a los que estan sometidos los
rumiantes en pastoreo. Puede deberse a situaciones de carencia forrajera (sequias,
heladas, sobrepastoreo, sobrecarga, variaciones de la produccién estacional), o
imposibilidad de las ovejas a acceder al alimento (Navqui et al., 2012). La hormona
proteica leptina es la encargada de realizar el “dialogo” entre el tejido adiposo vy el
aparato reproductor, indicandole si hay suficientes recursos disponibles para encarar
la funcion reproductiva. Existen receptores a esta hormona en el hipotalamo,
adenohipofisis, células de la granulosa, células de la teca y células intersticiales del
ovario, en el endometrio y en células de Leydig (Moschos et al., 2002). La
disminucion del nivel de leptina en sangre genera apetito a la oveja, que incrementa
la basqueda de alimento (Chilliard et al., 2005). La presencia de los receptores
cambiaria de acuerdo con el estatus nutricional, ya que restricciones cortas previas a
la encarnerada altera los niveles de receptores en las células de la granulosa y ovocito
(Pisani et al., 2008).

——— Centro de control del apetito (ACC)
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Figura 2. Descripcion del mecanismo por el cual un estrés nutricional afecta
la reproduccion. El factor de estrés actta a nivel del hipotalamo, disminuyendo los
pulsos de GnRH y tambien en la glandula adrenal estimulando la liberacién de
cortisol (que puede llevar a detener la ovulacién o impedir la implantacién del
embrion en hembras o reducir la produccion de testosterona y afectar la libido en
machos). Baja la pulsatilidad de LH y FSH, que reduce el numero de foliculos en
desarrollo, mientras que también afecta el endometrio, haciendo el ambiente mas
hostil para los embriones, los cuales disminuyen la calidad y demora su desarrollo.
La privacion nutricional (imposibilidad de acceso o poca cantidad de alimento)
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disminuye la secrecion de leptina, lo que induce a la oveja a buscar alimento.
Modificado de Navqui et al., 2012.

Estatus metabdlico de la oveja durante las primeras etapas de la prefiez

En condiciones de manejo extensivo, durante la gestacion temprana puede
ocurrir un desmejoramiento en el estado nutricional evidenciable a través de pérdidas
de PV o EC, pero es importante que éstas ocurran de forma gradual y no excedan el 3
a 4% del PV al momento del servicio, o alrededor de 0,25 puntos de EC (Russel,
1984).

El principal indicador del estatus energético de un animal es la concentracion
de glucosa. Sin embargo, en los rumiantes existen mecanismos para el mantenimiento
de este metabolito dentro del rango fisioldgico, de esta manera, la disminucién de la
glucosa en rumiantes solo se veria en condiciones graves. Para evitar esa limitante, se
utilizan como indicadores del metabolismo energético a los AGNE y al BHB
(Contreras et al., 2000). Durante las etapas temprana y media de la gestacion las
concentraciones de AGNE son mas representativas del estatus metabdlico, mientras
que en la prefiez tardia los cuerpos cetonicos son los mas representativos (Russel,
1984).

La movilizacion de las reservas corporales que se producen como consecuencia
de un balance energético negativo en rumiantes (demanda no compensada con la
ingesta), se asocia a disminucion de las concentraciones sanguineas de glucosa e
insulina y elevacion de metabolitos como los AGNE provenientes del tejido adiposo,
que se usan como fuente de energia en la B- oxidacion. También se activan vias
hepaticas secundarias, formandose cuerpos cetonicos como BHB, y la formacion y
almacenamiento hepatico de colesterol (Abdelli et al., 2017).

Acidos Grasos No Esterificados

En rumiantes los AGNE son sintetizados principalmente en el tejido adiposo
(Bruss, 2008). En animales sanos se encuentran bajos niveles de AGNE en sangre.
Cuando las concentraciones de AGNE comienzan a aumentar es indicativo de
lipolisis, la que ocurre en respuesta a un incremento en las demandas energéticas no
compensado (Farman et al., 2016). En respuesta a este balance energético negativo,
los animales hidrolizan tejido adiposo desde sus reservas corporales en forma de
AGNE, mediante la intervencion de una lipasa sensible a hormonas. El principal
estimulo para la movilizacion de reservas corporales es la baja concentracion de
glucosa e insulina en sangre (Herdt & Emert, 1992; Farman et al., 2016). Sin embargo,
se ha reportado que, en situaciones de estrés, la liberacion de catecolaminas induciria
también a un aumento en los AGNE (Gonzalez, 2000). El aumento de los niveles de
AGNE podria actuar directamente sobre los ovocitos y los embriones (Farman et al.,
2016). Debido a la insolubilidad en agua, estos compuestos deben unirse a proteinas
para ser transportados por sangre, su principal transportador es la albumina (Farman
et al., 2016). El valor de referencia en plasma de AGNE en ovejas es de menos de 0,8
mmol/l, valores superiores indican movilizacién de las reservas (Contreras et al.,
2000).
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Betahidroxibutirato

En la mayoria de los animales, existen compuestos denominados cuerpos
cetonicos (acetona, acetoacetato y BHB), este Ultimo en particular en rumiantes tiene
dos origenes, se genera en la mucosa del rumen a partir del acido butirico, uno de los
tres acidos grasos volétiles producidos durante la fermentacion ruminal (propionico,
acético y butirico; Ramirez Lozano, 2017). Si bien el acido butirico puede ser usado
como combustible por casi cualquier célula del organismo, no ocurre o mismo con el
BHB, que solo puede ser usado por células musculares (Nelson & Cox, 2008).

El valor de referencia en plasma de este metabolito en ovejas es de menos de
0,6 mmol/l. Valores superiores indican movilizacion de las reservas corporales
(Contreras et al., 2000). En el mismo sentido, Merck (2011) menciona que ovejas
normales tienen concentraciones de BHB menores a 0,8 mmol/l, ovejas con cetosis
subclinica entre 0,8 y 3 mmol/l, y ovejas con cetosis clinica mayores a 3 mmol/Il. Por
consiguiente, el limite normal inferior del metabolito se encontraria entre los 0,6 y 0,8
mmol/I. El incremento de los niveles plasmaticos de BHB en consecuencia a un estrées
metabolico tiene un impacto negativo tanto en ovario como en utero, disminuyendo
la fertilidad (Farman et al., 2016).

Urea

Las fuentes de nitrégeno (N) en los rumiantes incluyen acidos nucleicos,
aminoacidos, proteinas, péptidos, aminas, nitratos, urea y amoniaco (Huntington &
Archibeque, 1999). En el rumen gran parte de las proteinas rapidamente degradables
son transformadas durante la fermentacion microbiana en amonio y amoniaco. Luego
de la ingestion de alimento rico en N, rdpidamente se elevan las concentraciones de
amonio en sangre por su capacidad de ser absorbido por la pared ruminal. El rumen
tiene la capacidad de transformar hasta el 98% del N ingerido en amonio (Noro &
Wittwer, 2012), y una vez que llega al higado es transformado en urea como parte del
proceso de detoxificacidon del amonio y amoniaco (Huntington & Archibeque, 1999).

El valor de referencia de urea plasmaética es de entre 4,0 y 10,0 mmol/I. Valores
inferiores indican déficit de proteina en la dieta, mientras que la elevacion de los
niveles de urea en plasma se produce por una mayor ingestion de proteina que los
requerimientos (el doble 0 méas de las necesidades), por ingestion de urea adicionada
a los suplementos, o proveniente de la saliva (Contreras et al., 2000). Luego de la
ingestién de grandes cantidades de proteina, la urea plasmatica se eleva dentro de las
48 horas siguientes a casi el doble de los niveles basales (Berardinelli et al., 2001). La
suplementacién de ovejas con urea no provoca cambios a nivel de la TO,
independiente del nivel de urea incorporado en la dieta (24 o 48 gr por dia), pero
genera mayores niveles de urea y amoniaco en plasma y en utero (Bishonga et al.,
1996; McEvoy et al., 1997). Este tipo de dietas acelerarian el transito del cigoto, lo
que hace que ingrese en el Utero antes, con un ambiente progesteronico no adecuado,
y con un pH alterado por el nivel de amonio en utero (Berardinelli et al., 2001). De
esta forma, las pérdidas embrionarias reportadas por Bishonga et al. (1996), McEvoy
et al. (1997) y Robertson et al. (2015), serian ocasionadas por la accion directa de los
metabolitos del catabolismo proteico (urea y amoniaco) sobre los ovocitos y los
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embriones (McEvoy et al., 1997; Farman et al., 2016; Velazquez, 2011; ver Figura 2
y 3). Los embriones més sensibles a la accion de estos metabolitos son aquellos
provenientes de ovejas que reciben ademas un bajo aporte energético (Papadopoulos
etal., 2001).

Deterioro en
_ maduracién oocito

Transito oviductal

- alterado
Fertilidad

Disminucién de la i
deteriorada

lidad d[ los oocitos

| 2" 7 @ pH alterado
- O----.o....a..... S50

Figura 3. Efecto de los niveles de urea plasmatica sobre la calidad de los
ovocitos y su fertilizacion. Se describen tres efectos del incremento en los niveles de
urea plasmatica con consecuencias en la calidad y/o en la fertilizacién: alteracién de
la maduracion de los ovocitos durante las etapas finales de la foliculogénesis,
alteracion del transito oviductal, y alteracion del pH oviductal. Modificado de
Velazquez, 2011.

Proteinas plasmaticas

Uno de los indicadores del estatus proteico en los animales son las proteinas
totales. El valor de referencia para las proteinas totales se encuentra entre los 66 y 90
g/l (Contreras et al., 2000). La disminucion de las proteinas totales en plasma esta
relacionada con deficiencias proteicas de la alimentacién, esto ocurre en dietas con
menos del 10% de PC (Kaneko et al., 2008). Dentro de las proteinas séricas, la mas
importante de ellas es la albumina, que participa en el transporte de metabolitos. Para
ovejas en las condiciones del Uruguay, se han establecido como niveles normales
valores de entre 33y 38 g/l (Uriarte et al., 1988).

Colesterol

El colesterol es un lipido que se encuentra Unicamente en los animales, como
constituyente de las membranas celulares y los tejidos. Es sintetizado a partir de
Acetil-coA, un precursor sencillo (Nelson & Cox, 2008) y es precursor de hormonas
esteroideas (a través de la pregnenolona), vitamina D y &cidos biliares (Bruss, 2008).
En la gestacion de la oveja, el colesterol actia como sustrato para los esteroides
producidos primero por el CL y después por la placenta (Zywicki et al., 2018).
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Las dietas energéticas en ovejas son capaces de alterar la concentracion de colesterol
en sangre, asi lo demuestra Habibizad et al. (2015), que evaluando dos tipos de
suplementaciones (cortas de 6 dias o largas de 16 dias; energética o proteico-
energeética) observo elevaciones en las concentraciones plasmaticas de colesterol en
las ovejas alimentadas ad libitum con dieta de alta energia (3 Mcal/kg). Los valores
de referencia para la especie son entre 1,40 y 2,40 mmol/l (Zywicki et al., 2018). El
colesterol se incrementa debido a ingestas de grandes cantidades de grasas,
enfermedad hepatica o biliar (Merck, 2011).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

La mejora en el nivel nutricional a través de la suplementacion focalizada es una
de las alternativas mas naturales para incrementar la prolificidad en ovejas (sin uso de
hormonas), menor costo y alto impacto (Martin et al., 2004). Para aumentar la
eficiencia y disminuir los costos de la suplementacion es necesario la sincronizacién
de estros en las ovejas. La asociacion de suplementacion focalizada e IATF logra
incrementar la TO y prolificidad en ovinos (Errandonea et al., 2018; Olivera- Muzante
et al., 2019). Sin embargo, se observa que la mejora en la prolificidad no se mantiene
hasta el servicio de repaso (segundo servicio dado a las ovejas), en donde se vuelve a
los valores medios de prolificidad de la raza utilizada (Errandonea, 2018). En
consecuencia, el impacto se restringe a aquellas ovejas que se prefien en el primer
servicio.

Con el objetivo final de tener el mayor numero de ovejas gestantes con carga
fetal multiple y aprovechando la sincronizacion de estros espontaneos que ocurre
durante el servicio de repaso posterior a una IATF, parece interesante suplementar las
ovejas en forma focalizada también previo a este servicio. Sin embargo, y como ya se
revisO, deberia de tenerse en cuenta que altos niveles de proteina y/o energia
administrados con la suplementacion focalizada los dias previos al comienzo del
servicio de repaso (dias 8 a 14 posteriores al servicio de IATF), en momentos claves
del reconocimiento materno de la gestacion, podrian ser perjudiciales para el
mantenimiento de la prefiez en ovejas gestantes (principalmente a través de la accién
de metabolitos del catabolismo proteico). En resumen, no se conoce Si una
suplementacién proteica-energética focalizada previo al servicio de repaso (por
ejemplo, con harina de soja), logra incrementar su prolificidad, sin generar pérdidas
de los embriones ya generados en el primer servicio, por variacion en los niveles
plasmaticos de urea u otros metabolitos.

Hipotesis
La hipdtesis de trabajo fue que una suplementacion proteica-energética
focalizada en ovinos aplicada los dias posteriores a un servicio de IATF disminuye la

supervivencia de los embriones generados en este servicio por incremento en los
niveles plasmaticos de urea, pero aumenta la prolificidad del servicio de repaso.
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Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue aumentar los resultados de prolificidad
del servicio de repaso de un servicio de IATF en ovejas, mediante el uso de una
suplementacion proteica-energética focalizada aplicada los dias previos a este.

Objetivos especificos
Evaluar el impacto de esta suplementacion sobre:

a) La tasa de no retorno al estro al dia 21 (NR-D21), la prolificidad, fertilidad,
fecundidad y pérdidas reproductivas hasta el dia 60 del servicio de IATF.

b) La TO, prolificidad, prefiez, fecundidad y pérdidas reproductivas del servicio
de repaso.

c) Los niveles plasmaticos de metabolitos: NEFA, BHB, urea, proteinas totales,
albimina y colesterol.

ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

A los efectos de dar respuesta a los objetivos generales y especificos del
proyecto se realizé un experimento en que se utilizaron ovejas a las que se les aplicd
suplementacién focalizada, sincronizacion de la ovulacion e IATF, y posteriormente
se suplement6 en forma similar, o no, antes del servicio de repaso sin conocer el
estatus reproductivo que tenian (gestantes o no). Se realizaron determinaciones de
variables reproductivas, y se determind la concentracion de metabolitos en sangre en
una muestra representativa de ovejas.

El experimento se desarroll6 en un establecimiento comercial, departamento
de Artigas, Uruguay (30,4° S - 57,4° O), durante la estacion reproductiva (marzo-
junio). Todos los procedimientos experimentales empleados fueron aprobados por la
Comision de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de la Republica, Uruguay (CEUA-FVet-UdelaR, protocolo N° 329).
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MATERIALES Y METODOS

Base forrajera

Se dispuso de un potrero de campo natural de 16,5 ha sobre suelos de basalto
medio. Restringido al pastoreo ovino por tres meses. Las ovejas pastorearon como un
unico lote durante todo el experimento a excepcion de los dias de nutricion diferencial,
donde el potrero fue dividido en dos. Se ofrecio libre acceso al agua mediante
bebederos.

Animales y manejo sanitario

Se utilizaron un total de 328 ovejas multiparas de raza Merino Australiano, de
2,5 a 5,5 afios de edad, acostumbradas al consumo de suplementos, con un EC de 2,9
+ 0,2 (escala de 1 a 5; Russel et al., 1969), y 40,9 + 4,9 kg de PV (media * desvio
estandar) al inicio del experimento. El cronograma del experimento se presenta en la
Figura 4.

Las ovejas fueron destetadas dos meses antes del inicio del experimento,
evaluadas reproductivamente, y calificadas como clinicamente aptas. Un mes previo
al inicio del tratamiento de sincronizacion de la ovulacién, todas las ovejas recibieron
tratamiento preventivo contra ectoparasitos (balneacion), fueron dosificadas contra
nematodos gastrointestinales, inmunizadas contra enfermedades clostridiales.
Durante todo el experimento las ovejas fueron monitoreadas sanitariamente (conteo
de huevos de parasito por gramo de materia fecal -HPG- y visualizacion de mucosas).

Se emplearon 10 carneros adultos raza Merino Dohne para los servicios de IATF
y el repaso, evaluados reproductivamente, calificados como clinicamente aptos con
serologia negativa a Brucella ovis, adiestrados a la extraccion de semen mediante la
técnica de vagina artificial (Evans & Maxwell, 1990). EI manejo sanitario fue similar
al de las ovejas.

Sincronizacion de estros, servicios de IATF y repaso

A todas las ovejas se les sincronizé el estro utilizando pesarios intravaginales
(esponjas) conteniendo 60 mg de medroxiprogesterona (Progespon®, Laboratorio
Syntex, Uruguay) rociadas previo a su colacion con Oxitetraciclina liquida para
disminuir ocurrencia de adherencias y/o vaginitis (50 mg/pesario aproximadamente;
Terramicina 100®; Laboratorio Zoetis, Uruguay). Las esponjas permanecieron in situ
por 12 dias (Dias -14 a -2; Dia 0= IATF), y a su retiro se inyecté eCG (380 Ul/oveja
im; Novormon 5000®; Syntex, Uruguay), y una dosis de PG (DL-Cloprostenol, 125
pg/oveja im; Estrumate®, Laboratorio Schering-Plough, Alemania), para asegurar
lutedlisis de CL remanentes.

La IATF se realiz6 a las 52 * 2 horas de retiradas las esponjas. Se utiliz6 semen
heteroespérmico fresco de los 10 carneros, diluido en leche descremada UHT +
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antibidtico (Enrofloxacina 10% Baytril® Laboratorio Bayer; 250 mg por L). Se utilizé
un volumen de inseminacion de 0,15 ml/oveja (semen mas diluyente), y una dosis
aproximada de 130 millones espermatozoides vivos, evaluada por medio de
microscopio Optico (Wild Heerbrugg M11®, Suiza) y fotometro (Photometer SDM
1®, Minitube, Alemania), segin Evans & Maxwell (1990). La IATF fue realizada por
via cervical segun Durdn del Campo (1980), por dos técnicos entrenados usando
vaginoscopio y pistola de inseminar (Walmur®, Montevideo, Uruguay).

El servicio de repaso se realizé entre los Dias 14 y 21, por monta natural a campo
de los mismos carneros (2,5 carneros/100 ovejas), pintados con tierra de color y grasa,
que ingresaron de forma progresiva en respuesta al incremento de ovejas que repetian
estro, registrandose diariamente las ovejas que tuvieron un servicio de repaso y
apartandose del grupo.

Suplementacion preservicio de IATF

Se suplementd a todas las ovejas con harina de soja durante cinco dias (al 1,2%
del PV promedio/oveja/dia; Dias -7 a -3 inclusive) previos al servicio de IATF para
aumentar su respuesta ovulatoria (Olivera-Muzante et al., 2019). Se hizo una fase de
adaptacion incremental al suplemento durante dos dias (0,5 y 1,0 % del PV
promedio/oveja/dia, Dias -9 y -8 respectivamente). La suplementacion fue ofrecida en
horas de la mafiana, en comederos colectivos lineales ubicados dentro del potrero, con
0,4 m de frente de ataque por animal, permitiendo el acceso simultaneo de todas las
ovejas. Se midi6 rechazo del suplemento, no registrandose remanentes en ningun
momento.

Tratamientos y disefio experimental

Las ovejas fueron asignadas al azar (sin conocimiento de su estatus reproductivo
resultante del servicio de IATF), teniendo en cuenta su TO su EC y PV, a dos
tratamientos: a) Grupo Suplementado (S; n= 155): ovejas que reciben una
suplementacién con harina de soja (1,2% del PV promedio/oveja/dia) durante 6 dias
comenzando el Dia 8 pos IATF (Dias 8 al 14 inclusive), con una readaptacion a su
consumo el dia previo (1,0 % del PV promedio/oveja/dia). La forma de aportar el
suplemento fue similar a la descrita antes; b) Grupo Control (C; n= 157): ovejas que
se mantuvieron sin suplemento antes del servicio de repaso. Una vez finalizado el
repaso, se pudo identificar ovejas con y sin retorno al servicio dentro de cada grupo.
De esta forma se conformaron cuatro subgrupos (ver Cuadro I).

Cuadro 1. Distribucién de ovejas por grupos Yy subgrupos a lo largo del
experimento.

Grupo Subgrupo Sigla n
Control (C) Ovejas que No retornan al servicio C-NR 100
Ovejas que Retornan al servicio C-R 57
Suplementado (S) Ovejas que No retornan al servicio S-NR 102
Ovejas que Retornan al servicio S-R 53
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n: namero de ovejas

Dentro de cada grupo original (C y S) se seleccionaron 25 ovejas representativas,
a las cuales se les extrajo una muestra de sangre sin ayuno previo por puncion de la
vena yugular los Dias 8, 12, 14 y 17, para evaluar su estatus metabolico a través de la
evolucion de parametros bioquimicos. La sangre fue dispuesta en tubos con heparina
sodica y centrifugados a 3000 rpm por 10 m para la obtencion de plasma. La muestra
fue congelada a -20°C y almacenada en el Laboratorio de Endocrinologia y
Metabolismo Animal (LEMA) de Facultad de Veterinaria-UdelaR (sede Paysandu)
hasta su procesamiento.

Muestreos, registros y determinaciones
Determinaciones en animales

El PV se evalu6é en dos momentos, inicio y fin del experimento (Dia -26 y 21,
respectivamente), con ayuno nocturno, utilizando balanza electrénica (NQ&F®
monitor AD-4406, Japon). Se determind EC los Dias -26, -2 y 21 por un operador
entrenado, segun técnica descripta por Russel et al. (1969). Se determiné TO en dos
momentos, al Dia 7 en todas las ovejas y al Dia 26 en ovejas que tuvieron servicio de
repaso, mediante ultrasonografia transrectal (ecografo Pro Sound Aloka® vy
transductor lineal 7,5 MHz, Japon; segun Vifioles et al., 2010). El diagndstico de
gestacion fue realizado al Dia 60, mediante ecografia transabdominal (ecégrafo Pro
Sound Aloka® y transductor convexo 3,5 MHz, Japén).

Se evaluo en cada grupo (S y C) el porcentaje de no retorno al servicio desde el
Dia 14 al 21 post IATF (ovejas que no retornan al servicio/ovejas inseminadas *100;
NR-D21). Se determind en cada grupo la fertilidad (ovejas gestantes/total de ovejas
servidas *100), prolificidad (fetos/ovejas gestantes) y fecundidad (fetos/total de
ovejas servidas *100), para el servicio de IATF y de repaso respectivamente.

Se asume que todos los CL visualizados de forma indirecta con la ecografia al
Dia 7 tuvieron origen en un ovocito que fue fertilizado en el servicio de IATF, segun
Vifioles et al. (2012). Se asume que las ovejas que no repiten estro al Dia 21 (no
marcadas por los carneros) estaban gestantes a ese momento, y que las ovejas que
repiten estro antes del Dia 21 estaban vacias, y sobre ellas se realiz6 la ecografia de
TO el Dia 26. Las diferencias que pudieran ocurrir entre la Gltima TO de la ovejay el
namero de fetos observados a la ecografia al Dia 60 son reflejo de las pérdidas de
embriones-fetos ocurridas entre el reconocimiento materno de la gestacion y la
ecografia. Se define que una retencion “total” de fetos ocurre cuando la TO es igual a
la carga fetal, una pérdida “parcial” cuando la TO es mayor a la carga fetal, y una
pérdida “total” cuando no se observa ningun feto a la ecografia.

Determinaciones en pasturas y suplementos, aporte nutricional

La disponibilidad del campo natural fue evaluada los Dias -14 y 26 segln la
técnica de “doble muestreo” (Haydock & Shaw, 1975). La calidad del campo natural
y el suplemento proporcionado (MS, PC, FDA y FDN) fue analizada segun el
porcentaje de MS, en el Laboratorio de Nutricion Animal de INIA “La Estanzuela”.
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El contenido de EM se estimo segun el método de AOAC (1984). La asignacion de
forraje fue de 4 kg de MS/100 kg de PV (disponibilidad inicial de 3092 kg/ha de MS;
PC: 8,2%; FDA: 42,7%; FDN: 71,2%, Cenizas 9,9%). El aporte de la pastura estimado
por oveja fue 111 gr PC y 2,45 MCal EM. La calidad del suplemento fue evaluada en
el mismo laboratorio y con la misma metodologia (PC: 50,6%; FDA: 11,8%; FDN:
20,2%; Cenizas 5,2%). Se estimé que durante los dias de suplementacion las ovejas
consumieron una dieta con 240 gr de PC y 2,83 Mcal/oveja/dia de EM.

Determinaciones ambientales

Se realizaron mediciones de pluviometria diaria por observacion manual
(pluviometro Walmur ®, Montevideo, Uruguay). Durante el experimento se
registraron lluvias por un total de 735 mm, con un acumulado de 392 mm entre los
Dias -13 a -3, y 310 mm entre los Dias 2 y 9, con un registro maximo el Dia 9, con
110 mm.

Determinaciones bioquimicas

Las variables evaluadas fueron consideradas por su vinculo con el estatus
metabolico de las ovejas y/o con la suplementacién realizada. Los momentos de
muestreos fueron elegidos por estar proximos a eventos claves en la reproduccion y
suplementacién (Dia 8: comienzo de la suplementacion, 12: reconocimiento materno
de la gestacion, 14: fin de la suplementacion, y 17: fase folicular en ovejas no
gestantes del servicio de IATF). Los metabolitos se analizaron en un equipo
multianalizador (Selectra 2 ®; Vital Scientific, Dieren, Holanda). Se evalu6 AGNE
(método colorimétrico enzimatico; NEFA-HR2, Wako Chemicals, Richmond,
Estados Unidos), BHB (método enzimatico; RANBUT®, Randox Laboratories Ltd.,
Crumlin, Reino Unido), urea (método UV cinética, Wiener Lab. MT, Ingbert,
Alemania), proteinas totales (método colorimétrico: Wiener Lab. MT, Ingbert,
Alemania), albimina (método colorimétrico; Wiener Lab. MT, Ingbert, Alemania), y
colesterol (método enzimatico; Wiener Lab. MT, Ingbert, Alemania). La precision de
todos los métodos bioquimicos realizados se llevd a cabo con suero control y
calibrador comercial de los respectivos fabricantes. Los coeficientes de variacion
fueron 1,9; 9,2; 9,7; 4,3; 46 y 4,6%, y 1,9; 19,2; 8,3; 3,4; 8,1; y 16% inter e intra-
andlisis para AGNE, BHB, urea, proteinas totales, albdmina, y colesterol
respectivamente.
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Figura 4. Cronograma del experimento.
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PV y EC: evaluacion de peso vivo y estado corporal. Muestreo potrero: calidad
y disponibilidad. Colocacion de esponjas: introduccion de esponjas intravaginales
con Medroxiprogesterona. HS: harina de soja. Retiro de esponjas + eCG: retiro de
esponjas intravaginales + gonadotrofina corionica equina. IATF: inseminacion
artificial a tiempo fijo. TO: ecografia ovarica transrectal. Control: ovejas a campo
natural. Suplementado: ovejas suplementadas con harina de soja entre los Dias 8 y
14. Sangrado: extraccion de sangre los Dias 8, 12, 14 y 17. Repaso: servicio de
repaso con carneros marcadores pintados con grasa y tierra de color. Diagndstico
de gestacién: ecografia transabdominal para evaluar respuesta reproductiva al
servicio de IATF y de repaso. Dia 0= IATF.

Andlisis estadistico

Variables categdricas como el NR-D21, fertilidad, pérdidas reproductivas
parciales, totales, prolificidad y fecundidad fueron analizadas con un modelo mixto
generalizado y comparadas mediante las pruebas de Chi Cuadrado o Brown (Brown,
1988).

Se uso el software estadistico Infostat® basado en el procedimiento gls de R®.
Variables discretas como el EC y continuas como el PV fueron analizados mediante
analisis de varianza y comparacion de medias (test de Tukey).

Se realizd un andlisis univariado para cada uno de los metabolitos (urea, AGNE,
BHB, proteinas totales, albiminay colesterol) estudiados para identificar outliers. Las
concentraciones de los metabolitos fueron analizadas usando mediadas repetidas en
el tiempo, modelando la correlacion como autorregresivo continuo de orden 1 (AR-
1). El modelo incluyd, como efectos fijos el servicio (gestante o vacia), la
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suplementacion (suplementada o control) y sus interacciones, y el Dia de
suplementaciéon (Dia 8, 12, 14 0 17), siendo la oveja (unidad experimental) el efecto
aleatorio.

Modelo:

Yijk=p + ai+ Bj+ Oij + vkt AMS+ &ijk

Donde:

u: representa la media general

ai: efecto del i-ésimo grupo

Bi: efecto del j-ésimo dia

6ij: efecto de la interaccion entre el i-ésimo grupo y el j-ésimo dia

vk efecto de la k-ésima oveja dentro de cada grupo

Ams: covarianza de medidas sucesivas en el mismo animal (repetidas en el tiempo)
gijk: error experimental

Las medias fueron comparadas con test de Tukey, y los valores de P fueron
corregidos por Sidak para minimizar error tipo I. Para todos los resultados, el nivel de
significancia fue P< 0,05.
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RESULTADOS

De las 328 ovejas iniciales se retiraron del experimento 16 por diferentes causas
(dos por adherencia de esponjas intravaginales; 6 ovejas sin ovulaciones visibles al
Dia 7; y 8 presentaron mas de tres ovulaciones). De esta forma el grupo C qued6 con
157 ovejas y el S con 155.

Los factores estudiados tratamiento (C o S) o retorno o no retorno al servicio no
afectaron el EC ni el PV (P> 0,05). La interaccion entre estos dos factores no fue
significativa (P> 0,05).

En el cuadro 11 se presentan los valores de TO al Dia 7 y el nimero de ovejas
segun tipo de ovulacion (simple, doble o triple) para cada grupo (C o S) y subgrupo
(C-NR, C-R, S-NR 0 S-R). Se observé que las ovejas C-NR tuvieron una mayor TO
(P< 0,05) que las del subgrupo C-R explicable principalmente por el mayor nimero
de ovejas con ovulaciones triples, el 8% de las ovejas C-NR ovularon triple mientras
que en el C-R fueron 1,57%.

Cuadro Il. Valores de Tasa Ovulatoria (TO) y numero de ovulaciones (simples,
dobles o triples) por grupo y subgrupo, en ovejas multiparas Merino Australiano
servidas por IATF via cervical con semen fresco (Dia 0) pastoreando solo campo
natural (Control; C), o suplementadas con harina de soja entre los Dias 8 al 14
(Suplementado; S).

Grupo Subgrupo TO Ovulaciones
(n) (n)
Simple Doble  Triple

C-NR (100) 166+0,62a 42 50 8
Control C-R (57) 1,40+0,53b 35 21 1
media £ DE 1,57 £ 0,60 77 71 9
S-NR (102) 1,61+0,57 ab 44 54 4
Suplementado S-R (53) 1,49 +0,61 ab 30 20 3
media £ DE 1,57 £ 0,58 74 74 7

Subgrupo: ovejas que no retornan al servicio (-NR) o que si retornan al servicio con carneros
(-R). n= numero de ovejas, TO: tasa ovulatoria (CL/oveja ovulada), Ovulaciones=
numero de ovejas con ovulacién simple, doble o triple, evaluadas al Dia 7 (IATF) por
ecografia transrectal. Dia 0=IATF. a, b: P< 0,05.

En el cuadro I11 se presentan los resultados reproductivos del servicio de IATF.
De las 312 ovejas, 110 fueron marcadas por los carneros durante el servicio de repaso,
por lo que se asume que las mismas no se prefiaron al servicio de IATF (falla en el
reconocimiento materno con pérdida total de embriones). Estas cifras indican que en
del promedio de ambos grupos (C y S), se logré un NR-D21 del 64,7%. Tambien se
observo que cuatro ovejas (dos de cada grupo) no repitieron estro, pero fueron
diagnosticadas como sin gestacion en la ecografia al Dia 60. En este caso, debemos
pensar que estas ovejas perdieron el/los fetos luego del reconocimiento materno de la
gestacion, lo que imposibilitd que obtuvieran servicio de repaso.

23



Cuadro I11. Resultados reproductivos en ovejas multiparas Merino Australiano
servidas por IATF via cervical con semen fresco (Dia 0) pastoreando solo campo
natural (Control; C), o suplementadas con harina de soja entre los Dias 8 al 14
(Suplementado; S).

Grupo (n) NR-D21 Fertilidad Prolificidad Fecundidad
(%) (%) (%)

63,7 a 62,4 a

Control (157) 1,33+0,76 a 82,8a
(100/157) (98/157)
65,8 a 64,5a

Suplementado (155) 1,32+0,75a 852a
(102/155) (100/155)

NR-D21: porcentaje de no retorno al servicio al Dia 21 evaluada desde el Dia 14 al
21 con carneros pintados (ovejas no retornadas/total de servidas *100). Fertilidad
(ovejas gestantes/total de servidas *100), Prolificidad (fetos/oveja gestante) y
Fecundidad (fetos/total de ovejas servidas *100) evaluadas al Dia 60 por ecografia
via abdominal. n: nimero de ovejas. Dia 0= IATF. a, b: P< 0,05.

En el cuadro IV se muestran los resultados reproductivos del servicio de repaso.
No se observan diferencias significativas (P> 0,05) para ninguna de las variables

analizadas. No se encontraron diferencias significativas en la TO del servicio de
repaso (C-R vs. S-R) (P> 0,05).

Cuadro V. Resultados reproductivos del servicio de repaso con carneros en
ovejas multiparas Merino Australiano pastoreando solo campo natural (Control con
retorno al servicio; C-R), 0 suplementadas con harina de soja entre Dias 8 a 14
(Suplementado con retorno al servicio; S-R).

Subgrupo (n) TO Fertilidad Prolificidad  Fecundidad
(%) (%)

C-R (57) 1,16 +0,37 a 87,7a 1,00+ 0,00 a 87,7a

S-R (53) 1,15+ 0,36 a 90,6 a 1,02+0,14a 92,4 a

Subgrupo: ovejas que retornan al servicio con carneros (-R). C-R: ovejas grupo
Control que retornan al servicio con carneros; S-R: ovejas grupo Suplementado que
retornan al servicio con carneros; TO: tasa ovulatoria (CL/oveja ovulada);
Fertilidad (ovejas gestantes/total servidas *100), Prolificidad (fetos/oveja gestante)
y Fecundidad (fetos/total de ovejas servidas *100) evaluadas al Dia 60 por ecografia
via abdominal. n: nimero de ovejas. Dia 0= IATF. a, b: P< 0,05.

En el cuadro V se presentan las pérdidas reproductivas acontecidas entre el altimo
servicio de la oveja (IATF o Repaso) y la ecografia al Dia 60. No se observan
diferencias significativas entre subgrupos (P> 0,05) para ninguna de las variables
presentadas en ambos servicios. En el servicio de repaso se encontré una mayor
retencion total de embriones, y menores perdidas parciales y totales, atribuibles quizas
a que a diferencia del servicio de IATF realizado con sincronizacion hormonal, este
se realiz6 por monta natural sobre estro natural.
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Cuadro V. Pérdidas reproductivas parciales, totales o retencion total de fetos (% de
ovejas) hasta el Dia 60 en ovejas multiparas Merino Australiano pastoreando solo
campo natural (Control; C), o suplementadas con harina de soja entre los Dias 8 a 14
(Suplementado; S).

Grupo Subgrupo n Pérdidas (%) Retencion
Parciales  Totales Total (%)
Control C-NR 100 18,5 37,5 43,9
C-R 57 10,5 12,3 77,2
Suplementado S-NR 102 18,1 35,5 46,5
S-R 53 13,5 9,4 77,4

Control: ovejas grupo no Suplementado (C); Suplementado: ovejas grupo
Suplementado (S); Subgrupo C-NR: ovejas grupo Control que no retornan al servicio
con carneros; C-R: ovejas grupo Control que retornan al servicio con carneros; S-
NR: ovejas grupo Suplementado que no retornan al servicio con carneros; S-R:
ovejas grupo Suplementado que retornan al servicio con carneros. n: nimero de
ovejas. Pérdidas parciales: mayor TO que embriones a la ecografia al Dia 60 (% de
ovejas). Pérdidas totales: 1, 2 o 3 fetos ausentes en ovejas con ovulacion simple, doble
o triple respectivamente (% de ovejas). Retencion total (ovejas que no tuvieron
pérdidas): igual TO que fetos al Dia 60 (% de ovejas). Dia 0= IATF. a, b: P< 0,05.

Luego de dos servicios (IATF + Repaso), no se observaron diferencias
significativas (P> 0,05) entre grupos C y S en fertilidad (94,3 vs. 95,5), prolificidad
(1,22 £ 0,44 vs. 1,22 + 0,45) o fecundidad final (114, 6 vs. 116,8).

En el cuadro VI se presentan la tabla de efectos fijos incluidos en el modelo
estadistico del analisis de metabolitos. Sélo se observd efecto del tratamiento
(Suplementacion) sobre los niveles de urea y albumina (P< 0,05): El efecto del Dia de
muestreo fue significativo para AGNE y urea, lo que indica que estos valores variarian
en funcion del Dia que se obtuvo la muestra: claramente en la urea por efecto del
tratamiento, mientras que en los AGNE por un incremento en sus niveles en los dias
previos al inicio del tratamiento diferencial.
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Cuadro VI. Efectos fijos incluidos en el modelo para variables metabdlicas

Los efectos fijos son Tratamiento (Suplementado o Control), Dia del ciclo estral
posterior a IATF (8, 12, 14 o 17) y las interacciones entre ellos. BHB,
Betahidroxibutirato; AGNE, Acidos grasos no esterificados.

Variable n Tratamiento Dia Tratamiento x Dia
(metabolitos)
AGNE 193 NS *k%k *k*%k
BHB 94 NS NS NS
Urea 86 * *k%k *k*%k
Proteinas Totales 86 NS NS NS
Albumina 99 *x NS *

Colesterol 97 NS NS NS

#P<0.05, »+P<0.01, »»+P<0.001.

n: nimero de muestras. Tratamiento: Control o Suplementado. Dia: dia con respecto
ala IATF (Dia 0).

En la Figura 5 se muestra la evolucion en los niveles plasmaticos de metabolitos
previo, durante, y posterior a la suplementacion focalizada con harina de soja entre
los Dias 8 al 14 para cada uno de los subgrupos conformados. Se observa que previo
a la suplementacion (Dia 8), los niveles plasmaticos de AGNE en el subgrupo S-R se
encuentran por encima de los niveles normales, mientras que los otros tres subgrupos
restantes (S-NR, C-NR, y C-R) se encuentran cercanos al limite fisiologico superior,
disminuyendo hacia el Dia 12 en todos los subgrupos. Los niveles de plasméticos de
urea se incrementaron significativamente en los subgrupos Suplementados, por
encima de los niveles fisioldgicos, hacia el Dia 12 (+60%) y 14 (+95%) de evaluacion,
desapareciendo esos efectos hacia el final de la suplementacion (P> 0,05). La
suplementacién no afectd en forma significativa los niveles plasmaticos de proteinas
totales, albumina o colesterol a lo largo del periodo (P> 0,05), a excepcion de los
niveles de albumina al Dia 17, donde los subgrupos Suplementados presentaron
niveles mas elevados que los subgrupos Control (P< 0,05).

26



40

0,9 38
.
36 1 T
.
_ 34
% 0,6 ED 32
€ ©
€ S 30
o i
=z % 28
2 o
03 L T
24
22
20 r r r ,
025 8 12 14 17
’ 90 |
0,5 85
= 80
04 .
= $ 75
g =
£ 0,3 8 70
~ (%2}
Q e
& o 65
0,2 *é’
a 60
0,1 55
0 50
18 5 -
16
14
=12 —
S ®
g 10 ©
£ £ 25 4
o 8 €
g 2 2
O 6 <
1,5 -
Y B e
1 -
2 0,5 -
0 T T T 1 0 T T T "
8 12 14 17 8 12 14 17

Dias posteriores a la IATF

Figura 5. Evolucion en la concentracion plasmatica (medias + desvio estandar) de AGNE
(Acidos Grasos No Esterificados), BHB (Betahidroxibutirato), Urea, Alblimina,
Proteinas totales y Colesterol en ovejas multiparas Merino Australiano servidas por
IATF via cervical con semen fresco, pastoreando solo campo natural (Control que
retornan al servicio A o Control no retorno A ), o suplementadas con harina de soja entre
los Dias 8 al 14 respecto al servicio de IATF (Suplementado que retornan al servicio o
Suplementado no retorno e). ---------- : Rangos fisioldgicos. Dia 0= IATF. * P<0,05.
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DISCUSION

La hipotesis de que una suplementacion proteica-energética focalizada en ovinos
aplicada los dias posteriores a un servicio de IATF, disminuye la supervivencia de los
embriones generados en este servicio, pero aumenta la prolificidad del servicio de repaso
no fue aceptada. Si bien la suplementacion generé un aumento en los niveles de urea
plasmaética, esto no se acompafid de un incremento en las perdidas reproductivas del
servicio de IATF, pero tampoco se observo un incremento de la TO y/o prolificidad al
servicio de repaso. Por tanto, en nuestras condiciones, la suplementacion de ovejas
Merino Australiano en condiciones pastoriles con harina de soja entre los dias 8 al 14 de
la gestacion, no increment6 el nimero final de fetos obtenidos luego de dos servicios.

Los hallazgos de nuestro experimento evidencian que la suplementacion focalizada
con harina de soja entre el Dia 8 y 14 no gener0 incremento en las pérdidas reproductivas
parciales o totales de los embriones obtenidos por el servicio de IATF. Esto contrasta con
los reportes de otros autores (Parr et al., 1987), quienes alimentando ovejas desde el Dia
2 al 14 posterior al servicio, al 200% de las necesidades de mantenimiento en EM,
encuentran un incremento significativo en las pérdidas embrionarias, asociandolas a una
disminucion en las concentraciones plasmaticas de progesterona. Sin embargo,
Robertson et al. (2014), permitiendo el acceso de ovejas sin estro sincronizado a pastura
fresca de alfalfa desde una semana antes hasta una semana después del inicio del servicio,
no reportan incremento en las pérdidas embrionarias. Estos mismos autores (Robertson
et al., 2015a), alimentando ovejas ad libitum con alfalfa hasta el Dia 17 (y consumiendo
326 gr de PC y 3,38 Mcal/dia de EM), encuentran una reduccion en la proporcion de
prefieces multiples, en comparacion con ovejas alimentadas a mantenimiento. Esto
concuerda ademés con lo reportado por Berardinelli et al. (2001), o Esponda, Itzaina y
Ramos (2016), quienes observan que la suplementacion con concentrados ricos en
energia o proteina no tendrian efecto sobre la supervivencia de los embriones en ovejas.

Durante la suplementacion los niveles plasmaticos de urea resultaron supra
fisioldgicos (entre 4,0 y 10,0 mmol/I; Contreras et al., 2010), hallazgo que coincide con
lo reportado por otros autores (Bishonga et al., 1996; Velazquez, 2011; Esponda, Itzaina
y Ramos, 2016). Sin embargo, las concentraciones de urea plasmatica de nuestro
experimento no fueron tan elevadas como las observadas por Robertson et al. (2015b) en
ovejas alimentadas ad libitum con alfalfa desde una semana antes de la encarnerada y por
cinco semanas (16 mmol/l), o por Esponda, Itzaina y Ramos (2016), con administracion
de harina de soja al 1% del PV por tres semanas (dos previo y una posterior al inicio del
servicio) en comederos de autoconsumo (12 a 14 mmol/l), o con suministro diario (9
mmol/l). Tampoco se llegd a los niveles que afectan la tasa de concepcion en otros
rumiantes (> 20 mmol/dl; revisado por Velazquez, 2011 y Farman et al., 2016). Segin
reportes previos (Veldzquez, 2011; Habibizad et al., 2015), el mayor efecto perjudicial
de la urea seria sobre los ovocitos y/o sobre el transporte embrionario. Nuestra
suplementacion focalizada realizada entre los dias 8 a 14 posterior al servicio de IATF,
habria quedado desfasada de esos eventos, a diferencia de otros trabajos (Roberson et al.
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2015a), que reportan incrementos en perdidas embrionarias en alfalfa ad libitum hasta el
dia 17. Sin embargo, otros autores (Vifioles et al., 2012), suplementando con 0,5 kg de
grano de lupino desde el dia -6 al 15 no reportan incremento en las pérdidas embrionarias.
Los mayores niveles de urea observados no se relacionaron con un incremento en la
mortalidad embrionaria ni en menores porcentajes de fertilidad.

A pesar de los buenos niveles de concepcidn observados, no se generd, tal cual lo
esperado, diferencias significativas entre los grupos en TO o prolificidad al servicio de
repaso. Debido a la sincronizacion y servicio de IATF realizado, hay certeza que la
suplementacidn diferencial ocurrio entre los dias 8 al 14 del ciclo estral (en etapa luteal).
Un aumento del nivel nutricional (con altos niveles de energia y proteina) en los dias
cercanos al fin del ciclo estral incrementa la TO y prolificidad de ese servicio (Stewart &
Oldham, 1986; Vifioles et al., 2009). Se reporta que este tipo de suplementacion
focalizada no genera mayores concentraciones de FSH (hormona estimulante del
desarrollo folicular), pero incrementa las concentraciones de glucosa e insulina (Downing
et al., 1995; Vifioles et al., 2005), IGF-1 y leptina (Scaramuzzi et al., 2011), las que
tendrian un efecto directo en el ovario. Si bien esas hormonas no fueron evaluadas en
nuestro experimento, a pesar de haber actuado en el momento del ciclo estral
recomendado, no se observo un incremento en la TO ni en la prolificidad del servicio
repaso en las ovejas suplementadas.

Dadas las condiciones de manejo descriptas, las ovejas suplementadas tuvieron una
ingestion estimada de EM y PC igual o superior a la recomendada para su PV y/o
momento fisiologico (AFRC, 1993; NRC, 2007). No se verificaron a lo largo del
experimentos variaciones en el PV o el EC, lo que descarta la ocurrencia del denominado
“flushing tradicional” (Smith & Stewart, 1990; Scaramuzzi et al., 2006). Estudios previos
no reportan diferencias en estas variables cuando se utiliza este tipo de alimentacion
focalizada (Vifioles et al., 2009). Es asi como Vifioles et al., (2005) y Vifioles et al.
(2009), logra incrementos en TO y prolificidad con suplementaciones de siete dias con
una mezcla de 80% de grano de maiz entero y 20% de harina de soja. Similares resultados
se obtuvieron suplementando, con expeller de girasol (Banchero & Quintans, 2005) o
harina de soja con o sin taninos condensados, a ovejas previo a un estro natural
presincronizado (Banchero et al., 2012). Reportes previos al presente trabajo demuestran
que la suplementacion al 1,2% del PV con harina de soja por cinco dias generaran
similares efectos en TO y prolificidad también en un servicio de IATF (Errandonea et al.,
2018; Olivera Muzante et al., 2019). Los niveles de ingesta de PC del grupo
Suplementado fueron méas del doble que los del grupo Control, superando los 125 gr de
proteina digestible total descriptos por la bibliografia como necesarios para el incremento
de la TO (Smith, 1985). Este aporte proteico genero en el grupo Suplementado hacia el
Dia 17 elevacion en los niveles de albumina plasmaticas. Similares resultados se han
encontrado en suplementaciones mas prolongadas, tanto en pasturas como con
concentrados (Uriarte et al., 1988; Macedo et al., 2018), consecuencia de un mayor aporte
de PC en la dieta. Por todo esto se considera, que el suplemento elegido y sus niveles de
inclusion, no deberian ser considerados la causa a una falta de respuesta al servicio de
repaso.
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Los resultados observados de falta de respuesta al servicio de repaso acontecieron,
como ya se revisd, en condiciones nutricionales y sanitarias favorables para que ello
ocurriera (EC adecuado, elevado contenido de PC en la dieta, EM no limitante,
suplementacion establecida durante la fase luteal tardia, ausencia de parasitosis, etc.;
Vifioles, 2003; Banchero et al., 2006; Fernandez-Abella et al., 2006). Es posible que otros
factores no controlados expliquen la falta de respuesta en términos de TO y/o prolificidad
esperada. Se ha reportado que factores ambientales estresantes tales como la lluvia y
temperaturas elevadas reducen la manifestacion estral y la TO, especificamente si el
factor estresante se produce hacia final del ciclo estral (Doney et al., 1973; Fernandez
Abella et al., 2008). Durante el presente experimento ocurrieron abundantes
precipitaciones los dias previos al comienzo y durante la suplementacion (310 mm entre
los Dias 2y 9, con 110 mm al Dia 9). Estas lluvias pudieron tener un impacto depresivo
en el consumo de los animales (Gonzalez, 2000). Un indicio de lo ocurrido son los
elevados niveles de AGNE basales encontrados al Dia 8. Se ha reportado que estos
metabolitos se elevan bajo situaciones de restriccion nutricional o stress (Russel, 1984;
Contreras, 2000 Sosa et al., 2006). La deprivacién del alimento (carencia o imposibilidad
de acceso), generaria una menor produccion de leptina por parte del tejido adiposo
(hormona clave en el crecimiento folicular e incremento en TO; Vifioles et al., 2005;
Navqui et al., 2012), y una mayor produccion de GABA a nivel hipotalamico,
disminuyendo los picos de GnRH, por ende, la concentracion de FSH y LH, con la
consecuente falta de respuesta.

Por altimo, y segun nuestro conocimiento, este seria el primer estudio en ovejas
con estros sincronizado asociando dos suplementaciones focalizadas consecutivas: una
previa al servicio de IATF y otra previa al servicio de repaso. En este sentido, es posible
que la falta de respuesta observada en prolificidad al servicio de repaso se deba a que,
fruto de la suplementacion focalizada implementada a todas las ovejas previo al servicio
de IATF, hayamos seleccionado y fertilizado aquellas ovejas metabdlica o genéticamente
“mas aptas” para responder en ese momento (Scaramuzzi et al., 2010; Scaramuzzi et al.,
2011; Juengel et al., 2013; Monniaux, 2016), y en consecuencia, haber aplicado la
suplementacion previa al servicio de repaso a ovejas con menores posibilidades de
responder. Sin embargo, nuestro disefio experimental no permite confirmar esta hipotesis,
y por ende nuevos trabajos en este sentido deberian ser planteados para confirmar esta
observacion.
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CONCLUSIONES

Se concluye en las condiciones planteadas, la suplementacion proteica-energética
focalizada con harina de soja aplicada en ovejas Merino Australiano los dias posteriores
a un servicio de IATF, no ocasiona un incremento en las pérdidas reproductivas de ese
servicio, pero tampoco incrementa la TO, prolificidad o fecundidad del servicio de
repaso.
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