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RESUMEN

Los objetivos de esta tesis de doctorado fueron: 1) caracterizar el patron de secrecion de LH'y
el desarrollo folicular en los primeros 30 d de exposicion de vaquillonas en anestro a novillos
androgenizados (NA), y determinar si la bioestimulacién durante 80 d adelanta el inicio de la
ciclicidad (Experimento 1), y 2) comparar el desarrollo corporal y reproductivo, el estatus
metabolico, el consumo de alimento individual, la tasa de consumo, y el comportamiento
ingestivo de vaquillonas de leche prepuberales dominantes (DOM) y subordinadas (SUB)
mantenidas en situaciones de competencia durante 120 d (Experimento II). En el Exp. | se
utilizaron 29 vaquillonas Hereford en anestro y 6 NA. Las vaquillonas fueron adjudicadas a 2
grupos: 1) expuestas a NA (GE; n=15), y 2) control, aisladas de NA y de otros machos (GC;
n=14). Ambos grupos fueron mantenidos a campo natural en dos potreros (separados 1000 m)
durante 80 d. Luego de 10 d de exposicion a los machos, las concentraciones medias (1,6 vs
0,8 ng/mL; EEM = 0,1) y basales (1,5 vs 0,7 ng/mL; EEM = 0,1) de LH fueron mayores en el
GE que en GC. El diametro folicular medio (DFM; 8,0 vs. 7,5 mm; EEM = 0,1) y la
proporcion de vaquillonas ciclicas al dia 60 (33,3 vs 0%), 70 (47 vs 0%) y 80 (53 vs 0%)
fueron mayores en el GE que en el GC. En el Exp. Il se utilizaron 16 vaquillonas Holando y
Holando x Jersey que fueron asignadas a 8 diadas y mantenidas a corral durante 120 d. Las
vaquillonas DOM fueron mas pesadas (269,3 vs 265,3 kg; EEM = 1,5) y tuvieron mayores
ganancias diarias de peso (0,858 vs 0,770 kg/d; EEM = 0,02) que las SUB. A su vez, las
vaquillonas DOM presentaron un mayor DFM (10,0 vs 9,0 mm; EEM = 0,3) y alcanzaron la
pubertad antes que las SUB (313,9 £ 4,9 d vs 329,6 + 5,7 d). Las concentraciones de glucosa
también fueron mayores en las DOM que en las SUB (89,2 vs 86,8 mg/dL; EEM =1,2),
mientras que las SUB tuvieron mayores concentraciones de colesterol que las DOM (86,1 vs
90,2 mg/dL; EEM= 2,6). En las primeras 5 h de administrado el alimento, las DOM
estuvieron mas tiempo rumiando y echadas que las SUB, mientras que las SUB estuvieron
mas tiempo paradas que las DOM. Las SUB tuvieron una mayor tasa de consumo que las
DOM en el Periodo I, sin diferencias en el consumo de alimento entre ambas. Se concluy6
que: 1) el estimulo de la secrecion de LH y del desarrollo folicular serian responsables del
adelanto en el inicio de la ciclicidad de las vaquillonas expuestas a los machos en
comparacion con las aisladas, y 2) las vaquillonas DOM presentaron mayores ganancias
diarias de peso y niveles de glucosa, y fueron reproductivamente mas precoces que las SUB.
A su vez, existieron diferencias en el comportamiento ingestivo entre vaquillonas de ambos
rangos sociales, lo que puede vincularse a diferentes estrategias de adaptacion frente a
situaciones de competencia de acuerdo al estatus social.
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SUMMARY

The objectives of this PhD thesis were to: 1) characterize the LH secretion pattern and the
follicular development of anestrous beef heifers during the first 30 d of exposure to
androgenized steers (AS) and to determine if exposure to AS for 80 d advances the onset of
ovarian cyclic activity (Experiment 1), and 2) to compare body and reproductive
development, metabolic status, individual dry matter intake, intake rate and behavioral time
budget of dominant (DOM) and subordinate (SUB) prepubertal dairy heifers allocated in
competitive dyads during 120 d (Experiment II). In Exp. I, 29 anestrous Hereford heifers
were allocated to 2 homogeneous groups: 1) exposed to AS (EH; n=15), and 2) control,
isolated from AS and any other male (CH; n=14). Both groups grazed native pastures in 2
paddocks (separated 1000 m) during 80 d. After 10 d of male exposure, LH concentrations,
either mean (1.67 vs. 0.88 ng/mL; SEM = 0.09) or basal (1.53 vs. 0.74 ng/mL; SEM = 0.09),
were greater in the EH group than in the CH group. The maximum follicular diameter (MFD)
was greater in EH than in CH (8.00 £ 0.16 mm vs. 7.52 = 0.17 mm), and cumulative
proportions of heifers that started to cycle were greater in EH than in CH on d 60 (33.3 vs.
0%), 70 (47 vs. 0%), and 80 (53 vs. 0%) of the exposure period. In Exp. I, 16 Holstein and
Jersey x Holstein prepubertal heifers were assigned to 8 homogeneous dyads. Dyads were
housed in pens during 120 d, receiving a total mixed ration daily. Heifer BW (269.3 vs. 265.3
+ 1.5 kg) and average daily gains (0.858 vs. 0.770 kg/d; SEM = 0.02) were greater in DOM
than SUB. Dominant heifers had a greater MFD (10.0 vs. 9.0 mm; SEM = 0.3) and achieved
puberty earlier than SUB (313.9 + 4.9 vs. 329.6 £ 5.7 d). In addition, glucose concentrations
were greater in DOM than SUB heifers (89.2 vs. 86.8 mg/dL; SEM = 1.2), but cholesterol
concentrations were greater in SUB than in DOM (86.1 vs 90.2 mg/dL; SEM = 2.6). During
the first 5h after feed delivery, DOM heifers spent more time ruminating and lying than SUB
heifers, while SUB spent more time standing than DOM heifers. No differences were found
on dry matter intake between DOM and SUB, but SUB ate at a faster rate on period II
compared to DOM heifers. In conclusion: 1) the stimulus on LH secretion and follicular
development were at least in part responsible for the earlier onset of cyclic activity in heifers
exposed to NA than in isolated ones, 2) DOM heifers were more precocious, heavier and had
greater glucose concentrations than SUB. In addition, there were differences on behavioral
time budget between heifers of different social status, thus, it is expected that heifers will
cope with competitive situations differently according to their social position.
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INTRODUCCION

La evaluacion de alternativas de manejo que optimicen los sistemas de recria de vaquillonas,
tanto de carne como de leche, es uno de los temas que han adquirido mayor relevancia en los
altimos 25 afios (Roche et al., 2015; Heinrichs et al., 2017). La optimizacion de dichos
sistemas implica incrementar la vida productiva de la hembra, maximizando la productividad,
tanto en el peso de los terneros o en la cantidad de leche producida (Wathes et al., 2014;
Diskin & Kenny, 2016). En los sistemas de produccion de leche, el costo de criar las terneras
y vaquillonas de reemplazo representa el segundo mayor costo variable luego de la
alimentacion (Tozer & Heinrichs, 2001). Por lo tanto, el mantenimiento de estos animales
improductivos determina que el objetivo primario en esta etapa sea disminuir la edad al
primer servicio y al parto, logrando un buen desarrollo de las hembras, y minimizando los
costos asociados a dicha actividad (Day & Anderson, 1998; Abeni et al., 2000). Para lograr
dichos objetivos, tanto en vaquillonas de carne como de leche, se deberia alcanzar el primer
parto a los 24 meses (rango = 23-25 meses), para lo que es necesario lograr que el servicio no
sea posterior a los 15 meses (Wathes et al., 2014; Diskin & Kenny, 2014). Por tanto, el inicio
temprano de la pubertad se vuelve esencial para lograr una menor edad al primer entore y a la
primera concepcion (Lesmeister et al., 1973). A su vez, existe una relacion positiva entre la
cantidad de celos previos al inicio del entore, y el desempefio reproductivo posterior de las
vaquillonas: a mayor cantidad de celos antes del primer servicio, mayor serd la fertilidad en
dicho servicio (Byerley et al., 1987).

En Uruguay, si bien la informacion es escasa, se estima que el 50% de las vaquillonas de
carne son entoradas por primera vez a los 3 afos de edad (Pereira, 2003). Esto es uno de los
factores determinantes de la baja eficiencia reproductiva de los rodeos de cria, ya que mas de
527 mil vaquillonas de mas de 2 afios se mantienen en el campo sin entorar (DIEA, 2017).
Por su parte, en vaquillonas de leche la edad éptima al primer parto es de 24-25 meses con un
peso vivo (PV) de 530 kg (Hoffman, 1997), para lo que la pubertad deberia alcanzarse a una
edad promedio de 10 meses con 275 kg y el primer entore a los 15 meses de edad con 350 Kkg.
En contrapartida, durante afios la edad al primer servicio y al primer parto en Uruguay se
situaron en los 26,6 y 35,6 meses, respectivamente (Sotelo, 2017), lejos de los objetivos
anteriormente mencionados. En los Gltimos 5 afios y como consecuencia de una mayor
intensificacion de los sistemas de recria de vaquillonas, la cantidad de vaquillonas que pare
por primera vez con menos de 30 meses de edad aumentd del 24% al 53% (Sotelo, 2017). Por
lo tanto, en ambos sistemas, la recria de las hembras representa una de las principales
limitantes para el crecimiento del sector en Uruguay.

Como se menciond anteriormente, el correcto manejo de la recria implica lograr un adecuado
crecimiento y desarrollo de los animales, que permita adelantar el comienzo de la pubertad y
la edad al primer parto, y de esa manera incrementar la vida productiva de las hembras, tanto
en sistemas de produccion de carne (Larson, 2007) como de leche (Zanton & Heinrichs,
2005). El manejo de los factores ambientales que influyen sobre el desarrollo reproductivo es
una de las posibles estrategias para lograr dichos objetivos. Los factores ambientales, entre
ellos los factores sociales, influyen sobre el desarrollo y actian como moduladores de la
reproduccion en los animales (DeVries, 2010).

Entre los factores sociales que influyen sobre diferentes aspectos del desarrollo de las
vaquillonas se encuentran la bioestimulacion (BE) y la dominancia social. Dependiendo del
sistema de manejo que se realice, ambos factores influirdn en mayor o menor medida sobre
los resultados finales. En éste sentido, el objetivo de la presente tesis fue evaluar diferentes
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aspectos de la BE y la dominancia social sobre el desarrollo reproductivo y corporal de
vaquillonas de carne y de leche, respectivamente.

La BE puede definirse como el estimulo provocado por la presencia de los machos,
induciendo el estro y la ovulacién mediante estimulos genitales, feromonas u otras sefiales
quimicas (Chenoweth, 1983). La BE es efectiva para disminuir el anestro posparto en vacas
(Berardinelli & Joshi, 2005; Berardinelli & Tauck, 2007; Landaeta-Hernandez et al., 2008) y
la edad a la pubertad en vaquillonas (Rekwot et al., 2000: Oliveira et al., 2009). En Uruguay,
el 90% de los sistemas criadores se desarrollan en condiciones extensivas a campo natural
(DIEA, 2017), lo que determina la necesidad de buscar medidas de manejo de bajo costo, y
gue tengan impacto medio a alto. En ese sentido, la BE es una alternativa de bajo costo y
exenta de efectos adversos, cuyos efectos positivos sobre la edad a la pubertad ya han sido
demostrados en nuestras condiciones (Ungerfeld, 2009; Fiol et al., 2010; Fiol & Ungerfeld,
2011). Sin embargo, a diferencia de los pequefios rumiantes, el mecanismo de respuesta que
se desencadena en las hembras expuestas a los machos no esta claramente determinado. La
posibilidad de ampliar el conocimiento de como las hembras responden a la BE posibilitaria
la aplicacion de la misma en forma més controlada y maximizando los resultados positivos.

Los rumiantes son animales gregarios, que forman estructuras jerarquicas de dominancia y
subordinacion. La dominancia implica que exista un individuo dominante (ganador) y uno
subordinado (perdedor), y “se refiere a la condicion de un individuo con respecto a otro
dentro del mismo grupo” (Drews, 1993). Desde el punto de vista evolutivo, la jerarquia social
actuaria como un rasgo marcadamente adaptativo, permitiendo una mejor utilizacion de los
recursos, con un minimo de conflictos destructivos (Val-Laillet et al., 2008). Sin embargo,
desde el punto de vista productivo puede ser una limitante al desempefio de muchos animales
ya que determina una desigualdad de acceso a los recursos. Los sistemas intensivos de
alimentacion son utilizados con frecuencia en Uruguay durante la etapa de recria en
vaquillonas de leche, ya que permiten un mayor control del proceso asi como una relativa
independencia de los factores climéaticos (Conaprole, 2008). En dichos sistemas, cuando las
condiciones de manejo no son las adecuadas (alta densidad animal, espacio de comedero
inadecuado, lotes de animales desparejos, etc), la dominancia social puede repercutir
negativamente sobre el desempefio productivo de las hembras. Sin embargo, de acuerdo a la
bibliografia consultada no existen estudios en los que se evalle las consecuencias de la
dominancia social en condiciones de alta competencia sobre el desarrollo corporal y
reproductivo de las vaquillonas.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS
La recria en los sistemas de produccién de bovinos

La recria en las hembras es el periodo que transcurre desde el destete hasta la pubertad en
vaquillonas de carne (Day & Anderson, 1998) o hasta el primer parto en vaquillonas de leche
(Le Cozler et al., 2008). La posibilidad de adelantar la edad en que las vaquillonas tienen su
primer parto es de gran importancia econdémica, ya que implica disminuir las categorias
improductivas del predio y aumentar el nimero de terneros producidos en la vida del animal
(Lesmeister et al., 1973; Tozer & Heinrichs, 2001). Tanto en los sistemas de produccion de
carne como de leche (Pirlo et al., 2000; Abeni et al., 2000) el objetivo deberia ser lograr un
primer parto a los 24 meses, de manera que el primer servicio deberia realizarse a los 15
meses, con el PV y desarrollo corporal adecuados (Wathes et al., 2014; Diskin & Kenny,
2014). A su vez, con el objetivo de lograr una alta fertilidad es necesario que las vaquillonas
se encuentran ciclando regularmente al inicio del servicio (Byerley et al., 1987). Por tanto, la
edad a la pubertad adquiere especial relevancia en ambos sistemas de produccion.

La pubertad se define como la culminacion de una serie de eventos que finalizan en la
ovulacion, acompariada de manifestacion de celo y funcién luteal normal (Day & Anderson,
1998; Perry, 2016). En vacas y ovejas, la pubertad se encuentra muchas veces precedida por
ciclos irregulares, de corta duracién, que pueden o no estar acompafiados por celo u
ovulacion (Evans et al., 1994b). Los mecanismos fisiologicos vinculados al inicio de la
pubertad estdn determinados por la maduracion del hipotdlamo y el inicio de la
retroalimentacion positiva sobre la pulsatilidad de la hormona luteinizante (LH), lo que
determina el pico preovulatorio de LH y la ovulacion (Day et al., 1984, 1986; Dodson et al.,
1988; Evans et al., 1994a). Entre las 6 y 24 semanas de edad se produce un incremento
pasajero en la secrecion de LH, para luego comenzar a aumentar en forma progresiva durante
los 40-80 dias anteriores a la primera ovulacién (Rawlings et al., 2003). Este incremento
determina el crecimiento de los foliculos antrales mayores, los que aumentan la secrecién de
estradiol (Rawlings et al., 2003). ElI aumento de la secrecion de estradiol, junto a la
disminucion del namero de receptores de dicha hormona a nivel hipotalamico, serian los
principales determinantes de la disminucién de la retroalimentacion negativa del estradiol
sobre la secrecion de LH (Day et al., 1987; Rawlings et al., 2003).

Se encuentra ampliamente documentado que la edad y el PV, tanto el PV “estatico” como el
“dinamico”, son los principales factores que determinan la edad de la pubertad en vaquillonas
(Arije & Wiltbank, 1971, 1974; Short & Bellows, 1971; Diskin & Kenny, 2014). En términos
generales, las vaquillonas comienzan la actividad ciclica al alcanzar el 60-65% de su peso
corporal adulto (Patterson et al., 1992). A su vez, el PV “dinamico”, o sea la tasa de ganancia
antes y luego del destete, asi como el PV al destete, se encuentran inversamente relacionadas
con la edad a la pubertad de las vaquillonas (Ferrel, 1982; Granger et al., 1990). En general,
cuando las ganancias de peso luego del destete son elevadas, el inicio de la actividad ciclica
se encuentra mas relacionado a la edad que al PV alcanzado por las vaquillonas (Greer et al.,
1983; Yelich et al., 1995). Por lo tanto, cuanto mayor sea el peso al destete y la ganancia de
peso posterior, la pubertad se logrard a menor edad y mayor PV (Greer et al., 1983).

En vaquillonas de carne de razas cruza britanicas (Hereford y Aberdeen Angus), los estudios
realizados en Uruguay indican que la pubertad se alcanza entre los 15-17 meses siempre que
el PV se encuentre entre los 275-295 kg (Quintans et al., 2007; Guggeri et al., 2014). En las
condiciones en que se realiza la cria vacuna en el pais, la tasa de ganancia de peso a lo largo
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de la recria de las vaquillonas, y fundamentalmente durante el segundo invierno de vida suele
ser bajas para lograr un buen desarrollo de las vaquillonas, lo que determina un retraso en la
edad a la pubertad y, en consecuencia, en la edad al primer servicio y parto (Quintans et al.,
2004; Quintans et al., 2007). De acuerdo a los escasos datos disponibles, en Uruguay la mitad
de las vaquillonas de carne se entoran por primera vez a los 24 meses y la otra mitad a los 36
meses de edad (DIEA, 2017). Por lo tanto, a excepcion de los sistemas que presentan un
mejor manejo de la alimentacion durante la recria (i.e. alta proporcién de mejoramientos de
pasturas y/o uso de suplementacion con concentrados energéticos), los productores presentan
dificultades para alcanzar las metas de adelanto de la pubertad.

Por su parte, en las vaquillonas de raza Holando y Jersey, la pubertad ocurre cuando las
vaquillonas llegan a los 280-360 y 330-390 dias (Stewart et al., 1980), respectivamente, con
un PV de 250-280 kg (Sejrsen & Purup, 1997). En Uruguay, si bien son muy escasos los
trabajos en que se evalud el inicio de la ciclicidad en vaquillonas, la edad y el PV a la
pubertad se encontrarian dentro de los rangos mencionados anteriormente (259-304 dias con
pesos de 253-280 kg; De Trinidad, 2014). La mayor parte de los productores lecheros
mantienen sus vaquillonas en pasturas de baja calidad, lo que determina que durante la recria
se alcancen bajas ganancias de PV, con el consiguiente retraso de la edad al primer parto (36
meses; Conaprole, 2008) en comparacion con los 24 meses recomendados (Heinrichs &
Swartz, 1990).

Los factores que influyen sobre el desarrollo de las vaquillonas, y especialmente sobre el
inicio de la pubertad pueden ser agrupados en genéticos, nutricionales y ambientales.

Factores ambientales que influyen sobre la edad de la pubertad y el desarrollo en
vaquillonas

Se entienden por factores ambientales a todos aquellos aspectos vinculados al entorno donde
se encuentran las vaquillonas y al sistema de manejo de las mismas, los que han demostrado
influir de diferente magnitud sobre el desarrollo corporal y reproductivo de los bovinos.
Dentro de éstos se pueden mencionar a la temperatura (Alves et al., 2017), el fotoperiodo, el
sistema de alojamiento (Pempek et al., 2016), el manejo de la alimentacion (DeVries, 2010) y
el ambiente social. En la actualidad, en la mayoria de los sistemas de produccion las
vaquillonas son mantenidas en grupos, lo que posibilita que los animales manifiesten su
comportamiento social normal (Bge & Faverik, 2003). En éste sentido, el incremento del
conocimiento sobre las posibles repercusiones del ambiente social permite la posibilidad de
desarrollar estrategias de manejo que reduzcan los efectos negativos de la integracion social y
promuevan las ventajas de su manipulacion.

Tanto en los sistemas de produccion de carne del hemisferio norte como en los de Uruguay,
la recria de vaquillonas para reemplazo del rodeo de cria se realiza en su mayor parte en
condiciones extensivas a campo natural (DIEA, 2017). Las tecnologias basadas en
tratamientos hormonales presentan buenos resultados para lograr una menor edad al primer
entore, pero los efectos negativos derivados de su uso, tanto a nivel medio ambiental
(disruptores ambientales) como del comercio de nuestros productos (posibles dificultades
para el acceso a ciertos mercados) han ido en aumento (Scaramuzzi & Martin, 2008). En este
contexto, la evaluacion de los factores ambientales, especificamente la BE o efecto macho
surge como una alternativa potencial de creciente interés, de bajo costo, facil aplicacion y sin
consecuencias negativas. La BE puede definirse como el estimulo provocado por la presencia
de los machos, induciendo el estro y la ovulacion mediante estimulos genitales, feromonas u
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otras sefiales quimicas (Chenoweth, 1983). La BE es efectiva para disminuir el anestro
posparto en vacas (Berardinelli & Joshi, 2005; Berardinelli & Tauck, 2007; Landaeta-
Hernandez et al., 2008) y la edad a la pubertad en vaquillonas (Rekwot et al., 2000: Oliveira
et al., 2009). Nuestro equipo ha demostrado la potencialidad del uso de la BE como forma de
adelantar el inicio de la actividad ciclica en vaquillonas de carne en condiciones extensivas de
produccion en Uruguay (Ungerfeld, 2009; Fiol et al., 2010; Fiol & Ungerfeld, 2011a; Fiol &
Ungerfeld, 2012). Sin embargo, a diferencia de la amplia informacién que existe en pequefios
rumiantes, el mecanismo de accion de la BE sobre la actividad ciclica de las hembras no esta
claramente demostrado en los bovinos. La posibilidad de ampliar el conocimiento de como
las hembras responden a la BE posibilitaria la aplicacion de la misma en forma mas
controlada y maximizando los resultados positivos.

En las dltimas décadas ha existido un gran incremento de los estudios que evaluaron el
impacto de diferentes sistemas de alojamiento y de manejo de la alimentacion sobre el
desarrollo de las vaquillonas de leche (DeVries, 2010; Heinrichs et al., 2017). La recria
intensiva de hembras lecheras es un sistema en el que los animales no tienen acceso o tienen
un acceso parcial a la pastura, en los que es frecuente que se suministre el alimento en forma
de racion totalmente mezclada (RTM). Dicho manejo es una alternativa de creciente difusion
ya que, entre otros beneficios, permite un mayor control del proceso y mayores ganancias de
PV asi como una relativa independencia de los factores climéaticos (Conaprole, 2008). En los
sistemas de recria intensiva, la competencia entre animales puede influir sobre el crecimiento
y desarrollo de las hembras (De Vries, 2010; Crossley et al., 2017). Especificamente, cuando
las condiciones de manejo no son las adecuadas (alta densidad animal, espacio de comedero
inadecuado, lotes de animales desparejos, etc), la dominancia social puede repercutir
negativamente sobre el desempefio productivo de las hembras (Chebel et al., 2016).

Los rumiantes son animales gregarios, que forman estructuras jerarquicas de dominancia y
subordinacion. La dominancia implica que exista un individuo dominante (ganador) y uno
subordinado (perdedor), y “se refiere a la condicion de un individuo con respecto a otro
dentro del mismo grupo” (Drews, 1993). Desde el punto de vista evolutivo, la jerarquia social
actuaria como un rasgo marcadamente adaptativo, permitiendo una mejor utilizacion de los
recursos, con un minimo de conflictos destructivos (Val-Laillet et al., 2008). Sin embargo,
desde el punto de vista productivo puede ser una limitante al desempefio de muchos animales
ya que determina una desigualdad de acceso a los recursos. Como fuera mencionado, la
nutricion se encuentra altamente relacionada con la edad de la pubertad (Yelich et al., 1995,
1996; Chelikani et al., 2003; De Trinidad, 2014). Por lo tanto, es de esperar que cualquier
alteracion del nivel nutricional y/o del comportamiento ingestivo de las terneras y vaquillonas
a lo largo de la recria, como son los provocados por la alta competencia y sus repercusiones
sobre la dominancia social, determine cambios en el desarrollo corporal y por lo tanto afecte
el perfil endocrino-metabdlico y el desarrollo reproductivo. En este sentido, conocer el
impacto de las relaciones de dominancia y subordinacion entre las vaquillonas se vuelve
esencial como forma de establecer su importancia y posibilitar la implementacion de medidas
que disminuyan sus posibles efectos negativos. Sin embargo, de acuerdo a la bibliografia
consultada no existen estudios en los que se evalle las consecuencias de la dominancia social
en condiciones de alta competencia sobre el desarrollo corporal y reproductivo de las
vaquillonas.

A continuacion se discutiran los principales factores vinculados al mecanismo de accion de la
BE y a la dominancia social, en vaquillonas de carne y leche, respectivamente.



Bioestimulacion en bovinos

La bioestimulacion o efecto macho o toro, se define como el estimulo provocado por la
presencia de los machos, induciendo el estro y la ovulacion mediante estimulos genitales,
feromonas u otras sefiales quimicas (Chenoweth, 1983). El efecto macho es efectivo para
disminuir el anestro postparto en vacas de cria (Zalesky et al., 1984; Alberio et al., 1987
Berardinelli & Joshi, 2005). Sin embargo, la informacion acerca del uso del mismo para
adelantar la pubertad en vaquillonas de carne es escasa. Varios factores influyen en la
respuesta de las vaquillonas a la bioestimulacion, entre los cuales el estado nutricional y de
desarrollo de las vaquillonas al inicio de la exposicion, y la tasa de ganancia de peso durante
la misma serian los de mayor importancia. Una mayor cantidad de vaquillonas de 25,5 meses
de edad comenzaron a ciclar luego de 50 dias de exposicidn a toros en comparacion con
vaquillonas de 23,5 meses de edad (Quadros & Lobato, 2004). A su vez, en las vaquillonas
mas jovenes al comienzo de la BE fue necesario un periodo de exposicion méas largo a los
machos para obtener una respuesta positiva en el inicio de la ciclicidad (Roberson et al.,
1991; Oliveira et al., 2009). Rekwot et al. (2000) reportaron que las vaquillonas criadas en
grupos mixtos alcanzan la pubertad con edades menores y pesos vivos mayores que aquellas
que se mantuvieron aisladas de los machos. Por su parte, Roberson et al. (1991) encontraron
que las vaquillonas con mayor tasa de ganancia de peso durante la exposicién a los machos
comenzaron a ciclar antes que aquellas con tasa de ganancia media. Oliveira et al. (2009)
obtuvieron efectos positivos de un largo periodo de exposicion (210 dias) sobre la actividad
ciclica en vaquillonas prepuberales de 12 meses de edad, pero no de la suplementacion de
dichas hembras. Sin embargo, las vaquillonas expuestas a machos presentaron un mayor PV
final, el que se correlaciondé con una menor edad a la pubertad. EI PV al inicio de la
exposicion a los machos afecta la respuesta de las vaquillonas a la bioestimulacion, ya que en
varios trabajos se encontraron efectos positivos solamente en las vaquillonas mas pesadas
(Quadros & Lobato, 2004; Fiol et al., 2010). A su vez, la proximidad fisica con los machos
fue mayor en las vaquillonas méas pesadas que en las mas livianas (Fiol et al., 2010).

Con el objetivo de separar los efectos de la atractividad relacionada con el PV y de la
competitividad entre hembras de diferentes pesos vivos, evaluamos el comportamiento sexual
de novillos androgenizados (NA) hacia vaquillonas de PV alto o bajo en tests de competencia
o en forma aislada cada hembra con el NA (Fiol & Ungerfeld, 2011). Los NA mostraron
preferencia por las vaquillonas mas pesadas Unicamente cuando se encontraron en situaciones
de competencia con vaquillonas mas livianas, pero no existieron diferencias al encontrarse en
forma aislada con cada una de las vaquillonas, independientemente de su PV. Por lo tanto, los
factores asociados con la competencia entre hembras, y no el PV de las hembras en si mismo,
serian los determinantes del mayor estimulo recibido por las hembras méas pesadas. A su vez,
es importante considerar que el PV es uno de los principales factores determinantes del rango
social en bovinos (Bouissou, 1972). En cabras, el rango social afecta la respuesta de la
exposicion a los machos: las hembras dominantes mantuvieron una mayor proximidad fisica
con los machos, y mas hembras tuvieron respuesta endocrina y ovérica a la bioestimulacion
(Alvarez et al., 2003, 2009). Es posible especular que al encontrarse hembras de diferentes
pesos Vvivos juntas las relaciones de dominancia-subordinacion serian determinantes de las
diferentes respuestas de la exposicion a los machos debido a la competencia entre dichas
hembras por el acceso a los machos. En contraposicion a lo expuesto, otros autores no
encontraron efecto de la bioestimulacion sobre la edad de la pubertad, tanto con periodos
cortos (Berardinelli et al., 1978; Macmillan et al., 1979) como largos de exposicion
(Roberson et al., 1987).



Mecanismo de respuesta a la bioestimulacion en bovinos

Los mecanismos fisioldgicos que desencadenan la respuesta en las hembras se encuentran
bien documentados en pequefios rumiantes. Las cabras y ovejas responden a la introduccion
de los machos con un rapido incremento en la secrecion de LH (Martin et al., 1983;
Ungerfeld, 2003), la que estimula el crecimiento folicular (Atkinson & Williamson, 1985;
Delgadillo et al., 2009), seguido de la ovulacion 2-3 dias mas tarde. En pequefios rumiantes,
la primera respuesta de la exposicion a los machos es un incremento en la frecuencia de
pulsos de LH, que puede ser observada a los pocos minutos luego de introducir los machos
(revisiones: Martin et al., 1986; Walkden-Brown et al., 1999; Ungerfeld, 2007). Este
incremento también se observa en ovejas ovariectomizadas, lo que implica que el cambio de
la retroalimentacion negativa a positiva de los estrdgenos no seria el Unico mecanismo
involucrado en la respuesta (Martin et al., 1983). La ovulacidn ocurre aproximadamente a las
48 h luego de la exposicion inicial a los machos, pero al menos en ovejas ésta ovulacion no se
encuentra asociada a comportamiento estral (Signoret, 1991), y en aproximadamente la mitad
de las hembras resulta en un cuerpo lGteo (CL) subnormal que regresa luego de 6-7 dias
(Gelez & Fabre-Nys, 2006; Ungerfeld, 2003). EI comportamiento estral se presenta a los 17-
25 dias luego de la introduccion de los machos.

A diferencia de lo que sucede en pequefios rumiantes, los mecanismos fisiol6gicos
involucrados en la respuesta a la BE en vacas no se encuentran descritos, y los estudios en
que han sido evaluados se han desarrollado Unicamente en vacas durante el posparto.
Fernandez et al. (1996) reportaron que la exposicion de vacas en forma continua o
intermitente a toros epididictomizados desde los 30 dias posparto genera un incremento en la
concentracion media y en la frecuencia de pulsos de LH. En vacas lecheras, Roelofs et al.
(2007) encontraron que la exposicion de vacas a machos a través de un alambrado por 8 h
induce una mayor concentracién media y basal de LH, y un incremento de los pulsos de LH.
En forma similar, el tratamiento oronasal con orina de toros durante 7 dias determind un
incremento de las concentraciones medias de LH en vacas lecheras durante el posparto
(Baruah & Kanchev, 1993). En estudios mas recientes, la exposicion aguda a toros (5 h
diarias durante 9 dias; Tauck et al., 2010) de vacas primiparas lactando a partir de los 67 dias
posparto incrementd la frecuencia de pulsos de LH en comparacion con las hembras
expuestas a novillos, pero sin diferencias en la concentracion media, basal ni en la amplitud o
duracidn de los pulsos de LH entre tratamientos. A su vez, ninguno de los grupos de vacas
reasumio la ciclicidad durante el experimento (Tauck et al., 2010). En contraste, Custer et al.
(1990) no observaron cambios en el patrén de secrecion de LH en vacas de carne primiparas
expuestas a toros durante el posparto, a pesar de que la bioestimulacién fue efectiva para
reducir el intervalo al primer celo.

Una de las posibles explicaciones para estos resultados contradictorios podria ser el mayor
tiempo necesario para el aumento de LH en vacas comparado con lo observado en pequefios
rumiantes. En este sentido, se debe considerar que el muestreo sanguineo podria influir sobre
los resultados, y el mismo fue diferente entre experimentos: mientras que Custer et al. (1990)
comenzaron el muestreo 10 dias luego de la introduccion de los machos, y lo realizaron en
forma semanal, en los otros estudios la primera muestra de sangre fue tomada al momento de
la introduccion de los machos (Baruah & Kanchev, 1993; Fernandez et al., 1996), 1 dia
(Roelofs et al., 2007) o 1 h (Tauck, 2008; Tauck et al., 2010) antes de la introduccion, y fue
repetida diariamente (Tauck et al., 2010) o cada 3 dias (Fernandez et al., 1996). Por lo tanto,
las diferencias en la respuesta enddcrina de las vacas a la exposicion a los machos y en el



muestreo sanguineo entre experimentos podrian explicar las discrepancias entre estudios en
relacion a la respuesta en LH.

En ovejas, la respuesta ovérica resultante de la introduccion de los carneros se encuentra bien
documentada (Atkinson & Williamson, 1985; Martin et al., 1986; Ungerfeld et al., 2002).
También se han encontrado efectos positivos de la exposicidn a los machos sobre el didmetro
folicular en vaquillonas prepuberes (Bastidas et al., 1997) y en vacas posparto (Berardinelli et
al., 2009). Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en pequefios rumiantes, en vacas la
respuesta ovulatoria es mas dispersa en el tiempo, lo que seria consecuencia de una mayor
dispersion de los cambios enddcrinos inducidos por los machos. Esto determinaria la
dificultad en detectar cambios debido a los diferentes tiempos individuales en que ocurririan.
Bastidas et al. (1997) realizaron ecografias ovaricas semanales en hembras expuestas y
aisladas de machos. Si bien no encontraron diferencias en el inicio de la actividad ciclica, el
namero de foliculos pequefios y grandes se incrementd luego de la exposicion a los machos.
Por su parte, Berardinelli et al. (2009) reportaron un menor intervalo entre ondas foliculares y
un mayor tamafio del foliculo dominante en las hembras expuestas a los machos en forma
continua o cada 6 6 12 h durante los primeros 45 dias posparto.

Por lo tanto, si bien la informacion es escasa, la exposicion a los machos induciria un
incremento en la secrecion de LH que se asociaria con una mayor tasa de crecimiento
folicular. En sintesis, la mayor parte de la informacion indica que los efectos positivos de la
bioestimulacion en bovinos estarian mediados por la activacién del eje hipotdlamo-hipéfiso-
gonadal, pero el momento en que se observa la respuesta diferiria de la observada en
pequefios rumiantes.

Jerarquia social y dominancia en rumiantes

Los herbivoros son animales gregarios: la estructura social del grupo se basa en las relaciones
entre los individuos, desde la cooperacion hasta la competencia, mediante la organizacion de
los mismos en base a jerarquias sociales (Bouissou, 1972). La jerarquia puede ser definida
como un orden de rangos entre individuos, basado en mutuas relaciones de dominancia-
subordinacion (Val-Laillet et al., 2008). La dominancia implica que exista un individuo
dominante (ganador) y uno subordinado (perdedor), y “se refiere a la condicién de un
individuo con respecto a otro dentro del mismo grupo” (Drews, 1993). Desde el punto de
vista evolutivo, la jerarquia social actuaria como un rasgo marcadamente adaptativo,
permitiendo una mejor utilizacion de los recursos, con un minimo de conflictos destructivos
(\Val-Laillet et al., 2008). Sin embargo, desde el punto de vista productivo puede ser una
limitante al desempefio de muchos animales. El establecimiento de jerarquias sociales es una
parte integral del comportamiento animal presente en muchas especies. Durante el
establecimiento de la jerarquia los encuentros entre individuos son mayormente fisicos,
siendo los ataques y las peleas los mecanismos mas frecuentes. Si la composicion grupal y el
ambiente se mantienen estables, es de esperar que la jerarquia social en el grupo no se
modifique en forma frecuente (Val-Laillet et al., 2008).

En grupos con dominancia ya establecida, la mera presencia de un animal dominante puede
determinar actitudes de subordinacion en los individuos de menor jerarquia (Craig, 1986). En
vacas lecheras, Shein & Fohrman (1955; citado por Val-Laillet et al., 2008) fueron de los
primeros investigadores en describir las relaciones de dominancia, estableciendo las clasicas
propiedades de asimetria (un solo miembro del par inicia el comportamiento agresivo sin
represalia del otro miembro) y transitividad (e.j. si A > B, y B > C, entonces A > C), que
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resultan en una jerarquia lineal dentro del grupo. Sin embargo, posteriormente se determind
en varios estudios que en bovinos, especialmente al tratarse de grupos grandes, se dan
diferencias en relacion a las clasicas propiedades de la dominancia, observandose tanto
dominancias bi-direccionales (ambos miembros del par inician el comportamiento agresivo)
como intransitivas (Val-Laillet et al., 2008). Por lo tanto, se ha establecido que la jerarquia
social en bovinos podria ser lineal, no lineal (con una o dos triadas intransitivas), y hasta
compleja (con multiples triadas intransitivas) (Craig, 1986).

Las relaciones de dominancia determinan un acceso desigual a recursos como alimento, areas
de descanso o sombra, ademas de individuos del otro sexo (Ingrand et al., 2001). Ademas de
las consecuencias directas del acceso a recursos, la competencia genera situaciones de estrés
cronico, especialmente para los animales que resultan subordinados. A su vez, el impacto de
los factores sociales sobre los parametros productivos es uno de los factores menos evaluados
(Bach et al., 2008). Por ejemplo, se sabe que las vacas dominantes producen mas leche que
las subordinadas (Phillips & Rind, 2002; Val-Laillet et al., 2008). La informacién acerca de
los efectos de la dominancia social sobre los aspectos productivos y reproductivos en
vaquillonas es escasa, y sera presentada a continuacion.

Dominancia y produccion en vaquillonas de razas lecheras

En vaquillonas de razas lecheras, el estudio de la interaccion entre comportamiento y manejo
nutricional durante el periodo prepuberal ha ido en aumento en los Gltimos afios (DeVries,
2010). En varios estudios se ha demostrado que la jerarquia social altera el patron de
consumo de alimento (Olofsson, 1999; Gonzalez et al., 2008; Greter et al., 2010). La
competencia por el alimento afecta el patron de consumo de las vaquillonas (DeVries & von
Keyserlingk, 2009a), lo que se evidencia mas claramente en los sistemas semi-intensivos e
intensivos de recria (a corral). En estos sistemas, existiria una alteracion de la tasa de
consumo en respuesta a la presion generada por la competencia a nivel del comedero. En
general, los animales de rango social bajo son interrumpidos mas frecuentemente durante el
consumo de alimento, presentan periodos de consumo mas cortos y mayor numero de visitas
al comedero que los animales de rango social alto (Gonzélez et al., 2008a, 2008b). Al existir
competencia entre individuos, el tiempo total de consumo disminuye, pero la tasa de
consumo aumenta en los animales de bajo rango (DeVries & von Keyserlingk, 2009a). A su
vez, las vaquillonas de rango social alto aumentan el tiempo total de consumo de alimento
cuando el espacio de comedero se vuelve limitante (Olofsson, 1999). EI método de
distribucion del alimento en los sistemas a corral también influye sobre el comportamiento
ingestivo y el resultado productivo. La administracion de la dieta en forma de RTM o con el
agregado del concentrado o racion sobre el voluminoso, son los dos principales métodos de
suministro del alimento en dichos sistemas. EI consumo de RTM disminuye la tasa de
consumo Yy la posibilidad de seleccion a favor de ciertos componentes de la dieta, asi como la
competencia a nivel del comedero, en comparacién al suministro de la racién sobre el
voluminoso (Greter et al., 2010), promoviendo el consumo de una dieta mas balanceada
(DeVries & von Keyserlingk, 2009b). A su vez, cuando la racién se ofrecié por encima del
voluminoso, Greter et al. (2010) hallaron una correlacion positiva entre el estatus social y la
tasa de ganancia de peso diaria: las vaquillonas dominantes tuvieron una mayor tasa de
ganancia de peso en relacion a las subordinadas. En sintesis, el incremento de la competencia
determina mayores efectos de la dominancia social en vaquillonas, lo que redundaria en
diferencias observables a nivel productivo entre vaquillonas dominantes y subordinadas.



La modificacion del comportamiento a través del manejo de la alimentacion podria afectar
negativamente el bienestar animal, ya que ademas de afectar la cantidad de alimento
consumido determinaria un aumento del estrés crénico sufrido por el animal (Bach et al.,
2008). Schubach et al. (2017) reportaron que las vaquillonas mantenidas en grupos con
mayor densidad animal (14 m?vaquillona vs 25000 m?/vaquillona) tuvieron mayores niveles
de estrés cronico y un retraso en el inicio de la pubertad en comparacion con aquellas
mantenidas a una menor densidad animal. El estrés puede ser definido como un estado
biolégico de disrupcién de la homeostasis determinado por un estimulo, también llamado
“estresor” (Selye, 1950; citado por Rault, 2012). En este sentido, las interacciones sociales
pueden ser una causa de estrés para el animal, lo que es denominado “estrés psicosocial”
(revision: Chebel et al., 2016). El estrés afecta la reproduccion en las hembras, inhibiendo la
liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y de la LH a nivel
hipotaldmico e hipofisario, respectivamente (Dobson et al., 2003). En rumiantes, los trabajos
que vinculan jerarquia social y estrés son escasos, y no existe consistencia entre las especies.
A su vez, existen diferentes parametros para evaluar estrés en animales de produccién, lo que
influye en los resultados obtenidos. Por ejemplo, Mooring et al. (2006) reportaron que la
concentracion basal de glucocorticoides fecales es mayor en bisontes macho de alto rango
jerarquico que en los de bajo rango. Sin embargo, Arave et al. (1977) concluyeron que la
determinacion de corticoides totales en sangre no era una buena medida para determinar
estrés social en vacas, mientras que Partida et al. (2007) no encontraron diferencias en las
concentraciones basales de corticoides fecales ni séricos entre toros Holando de rango social
alto o bajo. Por lo tanto, en animales de produccion el mantenimiento de la jerarquia social
puede ser afectado por los diferentes manejos, lo que puede determinar aumentos de la
agresividad y del estrés, con la posible alteracién de los resultados reproductivos y
productivos.

Crecimiento y regulacion metabélica en vaquillonas

El crecimiento éptimo de una vaquillona lechera puede ser definido como aquel régimen que
permita el desarrollo de la vaquillona hasta su maximo potencial de produccion de leche a la
edad deseada y con un minimo costo (Heinrichs & Lammers, 2008). La evaluacion del
crecimiento se ve facilitada por la determinacién de diferentes medidas corporales,
especialmente las relaciones entre el PV, la altura a la cruz, la circunferencia toracica, la
longitud del cuerpo y el ancho de la cadera (Heinrichs et al., 1992). El aumento del PV sin el
correspondiente desarrollo esquelético puede determinar un desarrollo inadecuado de la
glandula mamaria y una menor produccion de leche, por lo que ademéas del PV, resulta
esencial determinar los pardmetros de crecimiento esquelético. A su vez, la deposicion de
grasa corporal ha demostrado ser un mejor predictor de alteraciones en el desarrollo de la
glandula mamaria que la ganancia de peso corporal (Silva et al., 2002). La condicion corporal
(CC) representa una medida de la deposicion grasa del animal, para lo que existe una escala
disefiada para vaquillonas lecheras (Heinrichs & Lammers, 2008). Segin Heinrichs et al.
(1992), la altura a la cruz y el ancho de cadera serian los pardmetros mas adecuados ya que
no se encuentran afectados por la CC del animal. En este sentido, el estado fisioldgico de la
hembra, en especial en relacion a la edad de la pubertad, seria un regulador mayor del
desarrollo mamario (Meyer et al., 2006). Desde los 3 meses de edad hasta la pubertad, el
crecimiento de la glandula mamaria es proporcionalmente mayor que el crecimiento corporal
del animal (periodo de crecimiento alométrico), lo que se encuentra asociado especialmente
al incremento de la deposicion de tejido adiposo. La alteracion del crecimiento mamario en
esta etapa afecta el potencial de produccion de leche futuro. Incrementos importantes del
nivel alimenticio antes de la madurez afectan la secrecion de hormonas del complejo
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lactogénico y reducen el crecimiento del parénquima mamario (Sejrsen, 1994). Por lo tanto,
el correcto desarrollo corporal y mamario, y por consiguiente el futuro productivo del animal,
se encuentran altamente influenciados por el manejo durante el periodo prepuberal.

El crecimiento y la funcidn reproductiva de las vaquillonas se encuentran influenciados por el
eje somatotréfico, que esta integrado por la GHRH (hormona liberadora de la hormona de
crecimiento) secretada por el hipotdlamo, la GH (hormona de crecimiento o somatotropina) y
el IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1) (Taylor et al., 2004). La GH es
secretada por la hipdfisis anterior, y la unién con sus receptores, localizados
fundamentalmente a nivel del higado, desencadena la sintesis y secrecion del IGF-1, el que a
su vez ejerce una retroalimentacion negativa sobre la hipofisis y el hipotalamo inhibiendo la
secrecion de GH (Roche et al., 2009). En las vacas, los receptores de IGF-1 también se
expresan en multiples estructuras relacionadas al crecimiento y la reproduccion (Velazquez et
al., 2008). A nivel del metabolismo del tejido adiposo, la GH estimula la lipélisis y atenda la
respuesta lipogénica a la insulina, a la vez que el IGF-1 ejerce un efecto positivo sobre la
lipogénesis (Roche et al., 2009). Se ha demostrado que el IGF-1 tiene efectos sobre el
desarrollo y la funcion reproductiva en vaquillonas: los niveles altos de IGF-1 actan como
una sefial metabdlica que indica el estatus nutricional al hipotalamo, con lo que se estimula la
secrecion de gonadotropinas (Velazquez et al., 2008).

A su vez, existen mecanismos de retroalimentacién complejos entre el eje somatotréfico y
algunas hormonas y metabolitos, principalmente insulina y glucosa, que influyen sobre el
crecimiento y la reproduccion. La insulina es un potente regulador de la lipogénesis (Roche et
al., 2009), mediador de los efectos de la nutricion sobre la dinamica folicular y se ha
reportado su rol como facilitador de la secrecion de IGF-1 en el higado (Webb et al., 2004).
La glucosa es la principal fuente de energia para la funcién ovarica (Brickell et al., 2009), y
es uno de los principales sustratos metabdlicos necesarios para una correcta funcion
reproductiva (Hess et al., 2005). En este sentido, sus efectos son mas permisivos que
causales: las concentraciones de glucosa menores a un cierto “umbral” son detectados a nivel
del hipotalamo, determinando una disminucion de la secrecion de la GnRH (Hess et al.,
2005). A su vez, tanto la insulina como el IGF-1 ejercerian efectos directos sobre la
proliferacion celular folicular y la esteroidogénesis in vitro (Armstrong et al., 2002), y su
incremento se asocia positivamente con el hecho de ovular o no y con el crecimiento folicular
in vivo (Webb et al., 2004). Por lo tanto, el IGF-1, la insulina y la glucosa son importantes
mediadores de la funcién reproductiva en bovinos.

El incremento prepuberal de las concentraciones de IGF-1 actia como modulador del inicio
de la pubertad (Yelich et al., 1995, 1996). En este sentido, el incremento de la concentracion
de IGF-1 e insulina se asocia positivamente con una menor edad al primer celo en
vaquillonas (Brickell et al., 2009). Las altas concentraciones de insulina e IGF-1 se asocian
con incrementos en la secrecion pulsatii de LH (McCann & Hansel, 1986). En
contraposicion, las bajas concentraciones de IGF-1 determinarian un retardo en la edad de la
pubertad debido a la disminucion de la sintesis de estradiol a nivel ovarico que impedirian el
estimulo necesario para que se produzca el pico preovulatorio de LH (Velazquez et al., 2008).
Por su parte, el incremento de la secrecion de insulina actia en forma directa, o
indirectamente a través de la captacion de glucosa por las células, alterando diferentes
procesos involucrados en el inicio de la ciclicidad (Marston et al., 1995; Ciccioli et al., 2005).
En este sentido, serian necesarias niveles de glucosa adecuados para que la insulina presente
algun efecto sobre las concentraciones de LH (Lents et al., 2013).
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El nivel nutricional durante el periodo prepuberal afecta la secrecion de hormonas
metabdlicas y de algunos metabolitos: la tasa de ganancia de PV alta se asocia positivamente
con una menor edad a la pubertad y con un incremento de las concentraciones de IGF-1,
glucosa e insulina (Barash et al., 1994; Chelikani et al., 2009). En este sentido, otros
metabolitos sanguineos como el colesterol y la urea, pueden ser utilizados como indicadores
del estatus nutricional y metabolico en bovinos. El colesterol es utilizado como una fuente de
energia en rumiantes, y su incremento en sangre se asocia con un mejor estado nutricional de
los animales (Cavestany et al., 2009). Los niveles de urea en suero y plasma se encuentran
relacionados con la cantidad y degradabilidad ruminal de la proteina de la dieta, con la
severidad del balance energético negativo en los animales, y con la relacion existente entre el
consumo de proteina y el balance energético del animal (Sartori & Mendes Guardieiro,
2010). A su vez, los altos niveles de urea en sangre podrian ser indicadores de un incremento
en el catabolismo proteico generado como respuesta a un estado de estrés, como ocurre por
ejemplo luego del transporte o el padecimiento de alguna enfermedad (Montgomery et al.,
2009).

En sintesis, es de esperar que cualquier cambio relacionado con el consumo de alimento, la
tasa de ganancia de PV y el estrés determinen alteraciones de las concentraciones de las
hormonas y metabolitos mencionados que actian como sefiales del desarrollo y el estatus
nutricional para la funcion reproductiva. En éste sentido, los factores sociales, como ser la
dominancia social, influyen sobre la respuesta a condiciones restrictivas en diferentes
especias. A nivel internacional, no existen estudios que evallen tanto las consecuencias
fisiolégicas como metabdlicas de la dominancia social en situaciones de alta competencia en
vaquillonas de razas lecheras.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El periodo de recria de las hembras es una etapa de gran relevancia para el futuro productivo
y reproductivo, tanto en bovinos de carne como de leche. En ambos sistemas, un objetivo
central durante dicha etapa es disminuir la edad al primer entore y lograr un buen desarrollo
corporal de las vaquillonas al entore y primer parto (Wathes et al., 2014; Diskin & Kenny,
2014). Para ello es necesario que las vaquillonas se encuentran ciclando regularmente al
inicio de los servicios, por lo que la edad a la pubertad adquiere gran relevancia. De acuerdo
al sistema de manejo que se utilice, los factores sociales pueden influir en mayor o menor
medida sobre la pubertad y el desarrollo de las vaquillonas durante la recria.

El 90% de los sistemas criadores en Uruguay se desarrollan en condiciones extensivas, en
base a campo natural (DIEA, 2017), lo que determina que muchas veces las tasas de ganancia
de peso a lo largo de la recria no sean suficientes para lograr un buen desarrollo de las
vaquillonas. Como consecuencia, se retrasa la edad de la pubertad y del primer servicio y
parto (Quintans et al., 2007), entorandose aproximadamente la mitad de las vaquillonas por
primera vez a los 24 meses y la otra mitad a los 36 meses de edad (DIEA, 2017). En dichos
sistemas se buscan incorporar medidas de manejo de bajo costo que tengan mediano a alto
impacto, por lo que considerando que la utilizacion de la BE es eficaz para disminuir la edad
a la pubertad en vaquillonas (Oliveira et al., 2009; Fiol et al., 2010; Fiol & Ungerfeld, 2012)
la misma es una herramienta de potencial uso en cualquier sistema criador del pais. Sin
embargo, el mecanismo de respuesta de las vacas a la BE no esté claramente determinado. La
posibilidad de ampliar el conocimiento sobre cdmo las hembras bovinas responden a la BE
posibilitaria la aplicacion de la misma en forma méas controlada y maximizando los resultados
positivos.

Por su parte, en Uruguay los sistemas intensivos de alimentacion que incluyen RTM sin uso
de pasturas o con uso parcial de las mismas, son utilizados con frecuencia durante la etapa de
recria en vaquillonas de leche, ya que permiten un mayor control del proceso asi como una
menor dependencia de los factores climaticos (Conaprole, 2008). Cuando las condiciones de
manejo no son las adecuadas (alta densidad animal, espacio de comedero inadecuado, lotes
de animales desparejos, etc), la dominancia social puede repercutir negativamente sobre el
desempefio productivo de las hembras (Manteca, 2009; Val-Laillet et al., 2008). Los mayores
niveles de competencia a nivel del comedero determinan mayor variabilidad en las ganancias
diarias de peso (GDP; Longenbach et al., 1999; Gonzéalez et al., 2008a), y mayores pesos
vivos finales en las hembras de altos rangos jerarquicos que en las de bajo rango jerarquico
(Greter et al.,, 2010). Es de esperar que cualquier alteracion del nivel nutricional de las
vaquillonas, como las provocadas por la alta competencia y la dominancia social, determine
cambios en el desarrollo reproductivo y corporal de las vaquillonas. Los cambios a nivel
reproductivo y corporal estarian determinados por alteraciones en el comportamiento
ingestivo, en el consumo de alimento, y/6 en los niveles de estrés social. Sin embargo, de
acuerdo a la bibliografia consultada no existen estudios en los que se evalten los efectos de la
dominancia social en condiciones de alta competencia sobre el desarrollo corporal y
reproductivo de las vaquillonas.
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HIPOTESIS

El entorno social en el que se encuentran las vaquillonas, tanto de carne como de leche,
influye sobre su desarrollo.

La exposicion de vaquillonas de carne en anestro a NA determina un incremento de la
secrecion de LH y del desarrollo folicular, adelantando el inicio de la ciclicidad.

Las vaquillonas dominantes presentan una menor edad a la pubertad, una mayor tasa de
crecimiento corporal, mayor consumo de alimento y diferencias en el comportamiento
ingestivo en relacion a las subordinadas cuando se las mantiene en condiciones de
competencia.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la bioestimulacion y la posicion social afectan el desarrollo durante el periodo peri-
puberal de las vaquillonas de carne y de leche, respectivamente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar los cambios en el patron de secrecion de LH y el crecimiento folicular en
vaquillonas de carne en anestro durante los primeros 30 dias de exposicidon a NA.

2. Determinar si la exposicion de vaquillonas de carne en anestro a NA durante 80 dias
adelanta el inicio de la actividad ciclica.

3. Comparar el desarrollo corporal y reproductivo y el estatus metabolico de vaquillonas de
leche prepuberales dominantes y subordinadas mantenidas en condiciones de competencia
(diadas) durante 120 dias.

4. Comparar el CMS individual, el comportamiento ingestivo y algunos indicadores de estrés

social en vaquillonas de leche prepuberales dominantes y subordinadas mantenidas en
condiciones de competencia (diadas) durante 120 dias.
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ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION
Procedimientos experimentales

Para alcanzar los objetivos mencionados se planted la realizacién de dos experimentos
(Experimento | y Experimento I1). En ambos casos el manejo de los animales y los protocolos
experimentales fueron aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal
(CHEA, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay).

Obijetivos especificos 1y 2: EXPERIMENTO |

El Experimento | fue disefiado para responder los objetivos especificos 1y 2. Se realizo6 en el
Campo Experimental N°1 de Facultad de Veterinaria, localizado en Migues, Departamento
de Canelones, entre los meses de julio y noviembre del 2009. Los resultados de dicho
experimento fueron presentados en el siguiente articulo que se presenta como Publicacion I.

Fiol C, Ungerfeld R. (2016). “Positive effects of biostimulation on luteinizing
hormone concentration and follicular development in anestrous beef heifers”. J Anim
Sci 94: 971-977.

Obijetivos especificos 3y 4: EXPERIMENTO 11

Para cumplir con los objetivos especificos 3 y 4 se realiz6 el Experimento Il en el Campo
Experimental N°2 de Facultad de Veterinaria, localizado en Libertad, Departamento de San
José, durante el periodo comprendido entre junio del 2013 y marzo del 2014. Los resultados
correspondientes al objetivo especifico 3 fueron publicados en el siguiente articulo, el que se
presenta como Publicacion I1.

Fiol C, Carriquiry M, Ungerfeld R. (2017). “Social dominance in prepubertal dairy
heifers allocated in continuous competitive dyads: Effects on body growth, metabolic
status, and reproductive development”. J Dairy Sci 100: 2351-2359.

Los resultados correspondientes al objetivo especifico 4 fueron publicados en el siguiente
articulo, el que se presenta como Publicacion I11.

Fiol C, Aguerre M, Carriquiry M, Ungerfeld R. (2019). “Social dominance affects

intake rate and behavioral time budget in pre-pubertal dairy heifers allocated in
continuous competitive situations”. Animal 13:6, 1297-1303.
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EXPERIMENTO I (Publicacion 1)
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 29 vaquillonas Hereford en anestro (20,2 + 4,1 meses edad; 257,5 + 32,5 kg de
PV) y seis NA. Las vaquillonas fueron adjudicadas a 2 grupos homogéneos en edad y PV: 1)
vaquillonas expuestas a NA (grupo expuesto, GE; n = 15), y 2) vaquillonas control, que se
mantuvieron aisladas de los NA y de cualquier otro macho durante toda la duracion del
estudio (grupo control, GC; n = 14). Todos los animales pastorearon un campo natural en dos
potreros separados por mas de 1000 m de manera que el GC no podria ver, oler ni escuchar a
los machos, y todos recibieron suplementacion con fardo de moha. Los novillos recibieron
dosis semanales de propionato de testosterona desde el Dia —7 al Dia 14 (Dia 0 = separacion
de los grupos e inicio de la exposicion a los machos en el GE), momento en que fueron
removidos y reemplazados por otros tres novillos igualmente tratados desde el Dia 7 hasta el
final del estudio (Dia 80).

En los dias 10, 1, 10, 20, y 30, en 8 vaquillonas por grupo, se extrajeron muestras de sangre
cada 15 min durante 6 h para la determinacion de las concentraciones de LH. Para
caracterizar el patron de secrecion de LH de cada vaquillona, se definieron 4 variables: LH
media, LH basal, frecuencia de pulsos de LH (pulsos/6 h) y amplitud de pulsos de LH. En
relacion al desarrollo folicular, se determind el diametro folicular maximo (DFM) vy la
presencia de CL mediante ultrasonografia ovarica diaria desde el Dia —10 al Dia 30. Durante
el mismo periodo se registré el celo en todas las vaquillonas dos veces por dia. La
emergencia de una onda folicular fue definida en forma retrospectiva como el primer dia en
que se observo el foliculo dominante de la misma (3-4 mm de diametro). A su vez, se
determinaron las siguientes variables en cada onda folicular: DFM, dias para alcanzar el
DFM, dias hasta la regresion de la onda, y se calculd la tasa de crecimiento folicular. Se
realizaron ultrasonografias semanalmente desde el Dia 32 al 60, y los Dias 70 y 80 para
determinar la presencia de CL.

RESULTADOS

Luego de 10 dias de exposicién a los machos, las concentraciones medias y basales de LH
(medias: 1,67 vs. 0,88 ng/mL [SEM 0.09]; basales: 1,53 vs. 0,74 ng/mL [SEM 0,09]), fueron
mayores (P < 0,05) en el GE que en el GC (Figura 1).

El DFM fue mayor en las vaquillonas GE que en las GC (P = 0,05; 8,00 + 0,16 vs. 7,52 £
0,17 mm, respectivamente), pero ninguno de dichos foliculos ovularon durante los primeros
40 dias. EI DFM de la segunda onda folicular fue mayor en el GE que en el GC, en
coincidencia con el incremento transitorio de las concentraciones de LH (Cuadro 1).

La proporcion acumulada de vaquillonas ciclicas fue mayor en el GE que en el GC al dia 60

(33,3 vs. 0%; P =0.01), 70 (47 vs. 0%; P <0,005), y 80 (53 vs. 0%; P < 0,001) del periodo de
exposicion.
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Figura 1. Concentracion media (media £ EEM) (panel superior) y basal (panel inferior) de
LH en las vaquillonas expuestas (GE; n = 8) y aisladas (GC; n = 8) de novillos
androgenizados (NA) durante 80 dias. Los dias en que existieron diferencias en las
concentraciones medias y basales de LH se indican con * (P < 0,001) y ** (P <0,05).

Cuadro I. Desarrollo folicular en las vaquillonas expuestas (GE) y aisladas (GC) de novillos
androgenizados durante 80 dias.

GC GE P
Variable OF1 OF2 EEM OF1 OF2 EEM G OF  G*OF
DFM, mm?> 7,3 7,74 020 75 85° 019 005 <001 <0,05
D DFM® g7® 73> 047 85® 9,1 0,46 0,1 ns  <0,05
D REG* 106 11,1 053 11,0 125 0,52 01 <005 ns
TCF,mm/d® 086 1,09 005 0,92 0,96 0,05 ns <005 ns

ICada variable es presentada para la primera (OF1) y segunda (OF2) onda folicular determinadas mediante
ultrasonografia ovarica transrectal diaria durante los primeros 30 dias de exposicion a los machos.

2 Diametro folicular maximo.

3Dias para alcanzar el DFM: periodo entre la emergencia de la onda y el primer dia en que se detect6 la
finalizacién del crecimiento progresivo del diametro folicular.

4 Dias a la regresion de la OF: Gltimo dia en que se detect6 la finalizacion de la disminucién del diametro
folicular.

STasa de crecimiento folicular: crecimiento diario del didmetro folicular entre la primera aparicion (3-4 mm)
hasta el dia de deteccién del diametro maximo.

&b En cada fila, medias con diferentes letras difieren entre si (P < 0.05). ns: diferencias no significativas.
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EXPERIMENTO Il (Publicaciones 11y 111)
MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 12 terneras Holando y 4 Jersey x Holando, prepuberales (250,8 + 9,8 dias; 208,5
+ 13,9 kg PV) manejadas en el mismo campo de forma similar antes del inicio del
experimento. Las terneras se distribuyeron en 8 diadas homogéneas de acuerdo a la raza, edad
y PV. Cada diada se alojo durante 120 dias (Dia 0 = comienzo de las mediciones) en un
corral con sombra, separados por alambrados eléctricos del corral contiguo, dejando un
pasillo para evitar todo contacto fisico entre animales de diferentes diadas. Las vaquillonas se
alimentaron con una RTM compuesta por maiz, harina de soja, silo de maiz o de pastura y
una pre-mezcla comercial, con una relacion 60:40 de forraje:concentrado, formulada para
obtener una ganancia diaria de peso de 800 g/d (Cuadro I1).

Cuadro 1. Ingredientes y composicion de nutrientes de las dietas

Periodos®

| (Dias 1 - 46) Iy Il (Dias 47 — 120)
Ingrediente
Silo de maiz, % 58,3 -
Silo de pastura, % - 59,3
Grano de maiz molido, % 28 32
Harina de soja, % 12,6 7,6
Urea, % 0,5 0,5
Premezcla comercial 2, % 0,5 0,5
Composicién quimica
MS, % 30,3+1,3 60,2+29
Cenizas, % 70+0,2 12,2+0,3
PC, % 15,8+ 0,6 148+ 1,7
FAD, % 274+28 19,4+0,5
FND, % 50,7 +4,6 319+1,0
EE, % 26+0,2 24+04
EM?3, Mcal/kg 2,37 2,46
PC/EM, g/Mcal 66,7 60,2

1Periodo I, 11, y Il corresponden a los Dias 17-26, 78-87 y 112-120 del experimento..

2Cada 100 g: 0,8 g Rumensin®, 20 g Carbonato de calcio, 5 g Premezcla de vitaminas y minerales, 7 g 6xido
de Mg, 36 g bicarbonato de Na, 2 g Procreatin 7®, 5 g sal, 3 g Safmannan®, 21,2 g Semitin.

3Estimada de acuerdo al NRC, 2001.

Los animales tuvieron un periodo de adaptacion de 20 dias (total del experimento = 140 dias),
durante el que fueron alojadas en las diadas y acostumbradas al manejo experimental. A su
vez, durante dicho periodo se determiné el consumo de materia seca (CMS) potencial de cada
diada mediante el pesaje de la RTM ofrecida y rechazada diariamente. EI CMS potencial fue
considerado cuando se alcanz6 <3% de rechazo de la TMR durante al menos 3 dias
consecutivos. Posteriormente, para maximizar la competencia entre las vaquillonas en base a
dicho CMS potencial, se restringié un 5% la cantidad de RTM ofrecida a cada diada. La
cantidad de RTM ofrecida se ajusto luego de cada pesada de las vaquillonas considerando el
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PV promedio de la diada. Cada diada tuvo acceso a un solo comedero (60 cm de frente-
longitud) y a 2 bebederos durante todo el estudio, ofreciéndose el agua a voluntad.

La vaquillona dominante (DOM) y subordinada (SUB) fue determinada a través de la
observacion de las interacciones agonistas de cada diada, durante 15 min al momento de la
administracion de la RTM el Dia 0 (luego del periodo de adaptacién), dos veces més a lo
largo del primer mes del estudio, y posteriormente en forma mensual.

Se registro el PV, la CC, la circunferencia torécica, la altura a la cruz y el espesor de grasa
subcuténea de todas las vaquillonas cada 20 dias. Desde el Dia 0 se realizaron ecografias
semanales a todas las vaquillonas, registrandose el DFM, el niumero de foliculos >6 mm, y la
presencia o no de un CL. El inicio de la pubertad fue considerado como el primer dia de dos
ecografias sucesivas (separadas 7 dias) en las que se registrd un cuerpo luteo en el mismo
ovario. Se extrajeron muestras de sangre de todas las vaquillonas cada 20 dias para la
determinacion de las concentraciones de insulina, IGF-1, glucosa, colesterol y urea.

Se registro el patron de actividades de cada vaquillona mediante la observacion directa
usando scan-sampling en 7 dias (Dias 1, 21, 35, 60, 75, 100 y 121) a lo largo del
experimento. EIl registro fue realizado cada 10 min durante 12 h (total = 73 registros/dia),
desde las 0730-0830 (suministro de la RTM) hasta las 1930-2030 h. El horario fue ajustado a
lo largo del estudio de acuerdo a la salida y puesta del sol. Luego de analizar el patrén de
comportamiento en las 12 h de registro (media para cada periodo), se calculd la frecuencia de
observaciones para las primeras 5 y ultimas 6 horas de cada dia, con el objetivo de agrupar
las observaciones de acuerdo a los momentos de maxima y minima competencia por el
alimento. A su vez, para cada vaquillona se calculo el porcentaje de actividades a lo largo de
las 12 h (hora 0 = suministro de la RTM) del dia de registro (media de cada observacion en
cada periodo). Por su parte, el CMS fue estimado mediante la técnica del doble marcador
(Maeda et al., 2011) en tres periodos diferentes a lo largo del experimento (Periodo | = Dias
17-26; Periodo Il = Dias 78-87 y Periodo 11l = Dias 112-121). La estimacion de la excrecion
fecal y de la digestibilidad de la MS fue determinada mediante la utilizacion del oxido de
cromo, como marcador externo, y de la fibra neutro detergente indigestible, como marcador
interno, respectivamente. La tasa de consumo fue calculada como el CMS/tiempo comiendo
por dia.

RESULTADOS

Las vaquillonas DOM tuvieron mayor PV y GDP que las SUB, sin que existieran diferencias
en ninguno de los otros parametros de desarrollo corporal evaluados (Cuadro I11). En relacion
al desarrollo reproductivo, existid una interaccion entre grupo y tiempo en la cantidad de
foliculos totales: las vaquillonas DOM presentaron mayor numero de foliculos que las SUB
los Dias 30, 37, y 53 (Figura 2). A su vez, el DFM a lo largo del estudio fue mayor en las
DOM que en las SUB (10,0 mm vs 9,0 mm; EEM = 0,3; P = 0,05). Las vaquillonas DOM
alcanzaron antes la pubertad que las SUB (313,9 * 4,9 dias vs. 329,6 + 5,7 dias; P = 0,01),
pero con similar PV (279,4 + 2,6 kg vs. 277,4 + 5,8 kg).
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Cuadro I11. Parametros de desarrollo corporal en vaquillonas dominantes (DOM; n = 8) y
subordinadas (SUB; n = 8) mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias.

Grupo P
Item? DOM SUB EEM Gr T GrxT
PV, kg 269,3 265,3 150 0,04 <0,05 0,4
GDP, kg/d 0,858 0,770 0,02 0,03 <0,05 0,5
cC 3,02 3,06 0,04 0,2 <0,05 0,08
CT,cm 152,5 152,2 0,80 0,7 <0,05 0,1
Altura a la cruz, cm 112,6 112,6 2,00 0,9 <0,05 0,6
EGS, mm 0,75 0,74 0,06 0,5 <0,05 0,9

LPV: peso vivo; GDP: ganancias diarias de peso vivo; CC: condicién corporal; CT: circunferencia toracica;
EGS: espesor de grasa subcutanea.
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Figura 2. Cantidad de foliculos ovéricos en vaquillonas dominantes (barras negras) y
subordinadas (barras blancas) mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias.
Diferencias significativas entre grupos para cada dia se indican con * (P < 0,05) y ** (0,05 <
P <0,10).

Las concentraciones de glucosa también fueron mayores en las vaquillonas DOM que en las
SUB (89,2 mg/dL vs. 86,8 + 1,2 mg/dL), pero a la inversa, las concentraciones de colesterol
fueron mayores en las SUB que en las DOM (86,1 mg/dL vs. 90,2 £ 2,6 mg/dL) (Figura 3).
No existieron diferencias en las concentraciones del resto de las hormonas y metabolitos
sanguineos evaluados entre las vaquillonas de ambos rangos sociales (Cuadro V).
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Figura 3. Concentracion de glucosa (panel superior) y colesterol (panel inferior) en
vaquillonas dominantes (n = 8; linea continua) y subordinadas (n = 8; linea punteada)
mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias.

Cuadro V. Concentracion de hormonas y metabolitos sanguineos en vaquillonas
dominantes (DOM; n = 8) y subordinadas (SUB; n = 8) mantenidas en condiciones de
competencia durante 120 dias.

Grupo P
Item DOM SUB EEM Gr T GrxT
Insulina, ulU/ml 22,4 21,3 1,50 0,6 < 0,05 0,1
IGF-I, ng/ml 364,3 371,7 12,7 0,7 <0,05 0,9
Glucosa, mg/dl 89,2 86,8 1,20 0,01 <0,05 0,3
Colesterol, mg/dl 86,1 90,2 2,60 0,02 < 0,05 0,6
Urea, mg/dl 23,3 22,4 0,70 0,4 < 0,05 0,8

Las vaquillonas DOM tendieron a comer durante mas tiempo y estuvieron mas tiempo
rumiando y echadas que las SUB durante las primeras 5 h posteriores a recibir la RTM. En
contrapartida, las SUB estuvieron mas tiempo paradas durante las primeras 5 h que las DOM
(Cuadro V). A su vez, existié una interaccion grupo x periodo en las actividades de rumia y
descanso (Figura 4). En las dltimas 6 h de muestreo de comportamiento las vaquillonas DOM
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tendieron a estar mas tiempo rumiando y paradas que las SUB (Cuadro VI). Al analizar el
patron de comportamiento a lo largo de las 12 h de muestreo, existio una interaccion grupo x
tiempo en las actividades comiendo y paradas: las DOM comieron durante mas tiempo a las 4
y 6 horas de la administracion de la RTM, mientras que las SUB estuvieron mas tiempo
paradas en la hora 1, 2 y 4 luego de esto. A su vez, las vaquillonas DOM también rumiaron
durante més tiempo que las SUB a lo largo de las 12 h de muestreo (Figura 5).

Cuadro V. Frecuencia de actividades (%) en las primeras 5 h posteriores a la administracion
del alimento en vaquillonas dominantes (DOM; n = 8) y subordinadas (SUB; n = 8)
mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias.!

Grupo P

DOM SUB EEM Gr T Gr*T
Actividad (%)
Comiendo 45,6 42,9 1,5 0,17 <0,01 0,66
Rumiando? 12,2 8,4 1,2 <0,01 <0,01 <0,01
Paradas 29,9 34,8 2,4 0,05 <0,01 0,13
Echadas 18,6 17,4 2,7 0,04 <0,01 <0,01
Caminando 0,4 1,2 0,2 0,09 0,88 0,45
Bebiendo 2,5 1,9 0,8 0,15 <0,01 0,11

Walores se presentan como media para las primeras 5 horas [(No. de actividades registradas/30
observaciones) x 100] del registro (hora 0 = suministro de la RTM) para cada periodo.

2En cada observacion en que una vaquillona se encontraba rumiando, se registraba si la misma se encontraba
echada 6 parada, por lo tanto ésta actividad no es mutuamente excluyente con el resto.

Cuadro VI. Frecuencia de actividades (%) en las ultimas 6 h posteriores a la administracion
del alimento en vaquillonas dominantes (DOM; n = 8) y subordinadas (SUB; n = 8)
mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias.*

Grupos P

DOM SuUB EEM Gr T Gr*T
Actividad (%)
Comiendo 8,5 10,1 2,7 0,55 <0,01 <0,01
Rumiando? 31,9 30,3 1,9 0,13 <0,01 0,57
Paradas 47,3 44,8 2,3 0,08 <0,01 0,17
Echadas 42,7 44,2 4,2 0,65 <0,01 0,30
Caminando 2,1 1,6 0,5 0,93 <0,01 0,64
Bebiendo 3,2 2,8 0,6 0,09 <0,01 0,19

Yvalores se presentan como media para las Gltimas 6 horas [(No. de actividades registradas/36 observaciones)
x 100] del registro (hora 0 = suministro de la RTM) para cada periodo.

2En cada observacion en que una vaquillona se encontraba rumiando, se registraba si la misma se encontraba
echada 6 parada, por lo tanto ésta actividad no es mutuamente excluyente con el resto.
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Figura 4. Frecuencia de actividades de rumia y descanso durante las primeras 5 h posteriores
a la administracion del alimento (total 12 h en cada Dia; h 0 = suministro de la RTM) en
vaquillonas dominantes (n = 8; barras blancas) y subordinadas (n = 8; barras blancas)
mantenidas en condiciones de competencia durante 120 dias. *P < 0.05.

No existieron diferencias en el CMS entre las vaquillonas DOM y SUB, pero las vaquillonas
SUB comieron a una mayor tasa que las DOM en el periodo Il, sin diferencias estadisticas en

los periodos I 'y 11 (Cuadro VII).
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Figura 5. Frecuencia de actividades comiendo, rumiando y echadas a lo largo de las 12 h de
registro de comportamiento (cada hora corresponde a la media de 7 periodos) en vaquillonas
dominantes (n = 8; barras negras) y subordinadas (n = 8; barras blancas) mantenidas en
condiciones de competencia durante 120 dias. *P < 0,05 (en cada hora).
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Cuadro VII. Consumo de materia seca (CMS) y tasa de consumo en vaquillonas dominantes
(DOM; n = 8) y subordinadas (SUB; n = 8) mantenidas en condiciones de competencia
durante 120 dias.

Grupo

DOM SUB EEM P
CMS (kg/d)*3
Periodo | 6,2 6,2 0,3 0,49
Periodo Il 6,6 7,0 0,3 0,16
Periodo Il1 7,4 7,5 0,3 0,42
Tasa de consumo (kg/min)?3
Periodo | 0,029 0,033 0,002 0,17
Periodo 11 0,044 0,049 0,003 0,02
Periodo IlI 0,052 0,067 0,005 0,20
LEl CMS de cada vaquillona fue estimado en los 3 periodos usando la técnica del doble marcador (Maeda et

al., 2011).

2| a tasa de consumo en cada periodo fue determinada como: CMS/tiempo total comiendo (se asumié que en los
10 min anteriores al registro de comportamiento la vaquillona se encontraba realizando la misma actividad).
3periodos I, 11y I11 corresponden a los Dias 17-26, 78-87 y 112-120 del experimento.
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DISCUSION GENERAL

En concordancia con la hipotesis general, en la presente tesis se demostro que tanto la BE
como la dominancia social influyen sobre el desarrollo de las vaquillonas durante el periodo
pre y peri-puberal. De acuerdo a la bibliografia consultada, hasta el momento no existian
estudios que describieran el patron de respuesta enddcrina como ovarica a la BE en
vaquillonas de carne en anestro. Por su parte, tampoco encontramos estudios anteriores en
que se hayan evaluado los efectos de la dominancia social en condiciones de competencia
sobre el desarrollo corporal y reproductivo de vaquillonas de razas lecheras pre-puberales.

En el Experimento I, la BE con NA por un periodo de 80 dias resultdé ser una alternativa
eficaz para disminuir el anestro en vaquillonas de carne. A su vez, la secrecién de LH vy el
desarrollo folicular en los primeros 10 y 30 dias de exposicion a los machos, respectivamente,
fueron mayores en las vaquillonas expuestas a los NA que en las hembras aisladas, lo que
coincide con los escasos estudios previos en que se caracterizaron los mecanismos de
respuesta a la BE (Ferndndez et al., 1996; Bastidas et al., 1997; Roelofs et al., 2007,
Berardinelli et al., 2009). En dichos estudios, la respuesta positiva en las concentraciones de
LH se observé en forma mas temprana que el presente estudio. Baruah & Kanchev (1993)
reportaron diferencias luego de 80 min de comenzada la BE, mientras que Fernandez et al.
(1996) y Roelofs et al. (2007) encontraron concentraciones mayores de LH luego de 6 y 8 h
de iniciada la exposicion a los machos, respectivamente. En el presente estudio la primera
muestra para determinacion de LH fue extraida a las 16 h luego de comenzada la exposicion a
los NA, lo que imposibilitd encontrar una respuesta mas aguda. A su vez, considerando que el
estado nutricional de las vaquillonas al inicio del experimento (Fiol et al., 2010) influye
directamente en la respuesta, y que las vaquillonas del presente trabajo no lograron una buena
condicion al inicio del trabajo, es posible que esto haya determinado un retraso en la
respuesta en comparaciéon con lo observado en pequefios rumiantes (2-4 min; Martin et al.,
1986). Existen también otras diferencias a sefialar entre el presente experimento y aquellos
realizados en vacas durante el posparto. El tipo de estimulo utilizado fue diferente entre
experimentos: mientras que Baruah & Kanchev (1993) evaluaron el tratamiento oronasal con
orina de toros, Fernandez et al. (1996) expusieron vacas en forma continua 0 intermitente (2 h
cada tres dias) a los toros durante 18 dias, y Roelofs et al. (2007) expusieron a las vacas
alambrado por medio a toros por un dia. En todos estos estudios, se modificaron tanto las
concentraciones medias y basales de LH (Fernandez et al., 1996; Roelofs et al., 2007). Por el
contrario, Tauck et al. (2010) encontraron incrementos Unicamente de la pulsatilidad de LH
en las vacas expuestas en comparacion con las aisladas de los machos. En suma, la falta de
una respuesta homogénea y consistente en LH entre vaquillonas puede estar dada por las
diferencias en el patrén general de respuesta a la BE en bovinos en comparacion con los
pequefios rumiantes. Mientras que los Ultimos presentan una respuesta homogénea y
sincronizada (Ungerfeld et al., 2004), las vacas mostrarian una respuesta mas tardia y
dispersa en el tiempo (Ungerfeld, 2007; Fiol & Ungerfeld, 2012). Por tanto, es posible que
sean necesarios diferentes tiempos de exposicion a los machos para lograr una respuesta
positiva en LH, lo que determinaria la dificultad para establecer el momento en que se
desencadena la respuesta en cada individuo.

El estimulo de la secrecion de LH y el consiguiente incremento del desarrollo folicular no fue
acompaniado por el inicio de la ciclicidad temprana en las vaquillonas expuestas a los NA, ya
que el mismo sucedié en forma mucho mas tardia (Dia 60). La nutricion es uno de los
principales factores que influyen en la edad de la pubertad (Day et al., 1986; Amstalden et al.,
2000) y el desarrollo folicular (Mackey et al., 1999; Bossis et al., 2000; Diskin et al., 2003).
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A su vez, el nivel nutricional determinado tanto por las tasas de ganancia de PV como por el
PV al inicio de la exposicion influye sobre la respuesta de las hembras a la BE (Roberson et
al., 1991; Fiol et al., 2010). En el presente estudio, las vaquillonas presentaron un bajo PV
para su categoria al inicio del experimento, asi como tasas de ganancia de PV durante el
mismo (0,1-0,2 kg/d) consideradas también bajas para la categoria (Engelken, 2008). Por lo
tanto, el bajo nivel nutricional de las vaquillonas pudo ser el que limitd el crecimiento final
del foliculo pre-ovulatorio y la consiguiente ovulacion (Lents et al., 2013). Sin embargo, es
importante considerar que el plano nutricional era similar al que presentan las vaquillonas en
las condiciones de los rodeos comerciales de Uruguay (Quintans et al.,, 2004, 2007),
lograndose igual un efecto positivo de la BE en la ciclicidad de las vaquillonas. Por lo tanto,
es posible plantear que: 1) la BE puede ser efectiva como alternativa para acortar el anestro
aun en situaciones en que las vaquillonas presenten un bajo estado nutricional, y 2) para
maximizar el uso de la BE como alternativa eficaz para el acortamiento del anestro,
fundamentalmente en lo que refiere al intervalo para lograr una respuesta positiva, es
necesario que las vaquillonas presenten niveles nutricionales adecuados.

En el Experimento I, las vaquillonas DOM presentaron un desarrollo reproductivo y corporal
maés precoz que las SUB al ser ambas mantenidas en condiciones de competencia durante 120
dias. La edad y el PV con los que alcanzaron la pubertad fueron similares a los reportados
anteriormente, tanto a nivel internacional (Chelikani et al., 2003; Davis Rincker et al., 2011)
como local (de Trinidad, 2014). EI momento de la pubertad se asocia con un incremento del
tamario folicular alcanzado (Bergfeld et al., 1994), coincidiendo con el mayor DFM y mayor
numero de foliculos que presentaron las vaquillonas DOM del dia 30 al 53, lo que
corresponde al periodo inmediatamente anterior a la pubertad (Dia 45-50). En concordancia,
los niveles de glucosa fueron mayores en las DOM que en las SUB, lo que también se asocia
a una menor edad al primer servicio (Brickell et al., 2009). El adelanto de la ciclicidad en
vaquillonas de leche es especialmente relevante cuando el objetivo es lograr el primer
servicio a los 15 meses, mas aun considerando que la mayor cantidad de celos previos al
servicio se relacionan con una mayor fertilidad (Byerley et al., 1987). Por lo tanto, seria
esperable que las vaquillonas DOM presenten mayor fertilidad que las SUB al momento del
servicio.

Las vaquillonas SUB presentaron una mayor tasa de consumo que las DOM, pero en
contraposicion a la hipétesis planteada, no existieron diferencias en el CMS entre vaquillonas
de ambos rangos sociales. Esto ultimo concuerda con la mayoria de los estudios previos,
realizados tanto en condiciones de alimentacion restringida (Keys et al., 1978; Longenbach et
al., 1999) como ad libitum (Gonzalez et al., 2008b; DeVries & von Keyserlingk, 2009). La
tasa de consumo es un indicador de limitantes sociales al comportamiento ingestivo, y la
misma se modifica en situaciones de alimentacidn restringida (Nielsen, 1999). Por lo tanto, es
posible que el incremento de la tasa de consumo en las vaquillonas SUB haya evitado que
estos animales tuvieran un menor CMS en comparacién con las DOM. Si bien no fue posible
determinar en qué momento finalizaban la RTM cada par de vaquillonas, las vacas lecheras
consumen entre el 64-66% de su ingesta diaria durante las primeras 6 h posteriores al
suministro de la comida (Nikkah, 2011), lo que coincide con las observaciones diarias en que
las vaquillonas del presente estudio estaban consumiendo la RTM. A su vez, se encontraron
diferencias en el tiempo en que las vaquillonas se encontraban comiendo durante los
momentos de menor competencia por el alimento, pero es probable que durante esas horas ya
no quedara mas RTM en el comedero y que las vaquillonas no estuvieran realmente
comiendo. En base a esto es posible especular que las vaquillonas SUB presentaron una
mayor tasa de consumo fundamentalmente durante las primeras horas luego de administrada
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la RTM, cuando las DOM monopolizaban el comedero y existia mayor cantidad de comida
disponible. Por lo tanto, en situaciones de competencia, las vaquillonas DOM y SUB
desplegaron un comportamiento ingestivo de diferente manera.

Las desviaciones del comportamiento esperado son indicadores del estado interno del animal
(Friend, 1991). El mayor tiempo de rumia durante las primeras horas luego del suministro de
la RTM en las vaquillonas DOM que en las SUB podria estar explicado por un inicio mas
temprano del consumo de alimento, y/6 por diferencias en las estrategias desplegadas por
ambas vaquillonas al enfrentarse a las condiciones competitivas. A su vez, durante esas
primeras horas las vaquillonas SUB estuvieron mas tiempo paradas y tendieron a caminar
mas que las DOM, mientras que las DOM estuvieron mas tiempo echadas que las SUB. En
éste sentido, tanto la disminucion del tiempo de rumia (Grant & Albright, 2001) como del
tiempo en que los animales se mantienen echados (Fregonesi et al., 2007), asi como el
incremento del tiempo en que se mantienen parados y caminando (Wilcox et al., 2013) se
asocian con mayores niveles de estrés social. Segun Gupta et al. (2008), cuando el animal se
encuentra de pie estd menos expuesto a los peligros y/o en una posiciobn mas activa que
cuando se encuentra echado. Por lo tanto, es posible que en el presente estudio las
vaquillonas SUB estuvieran mas preparadas para cambios en su entorno que las DOM. En
concordancia, diferentes estudios reportaron que el estatus social influye sobre la habilidad
del animal para enfrentar las situaciones de estrés social (Huzzey et al., 2012; Proudfoot &
Habing, 2015).

Las diferencias en el comportamiento ingestivo y en los niveles de estrés cronico entre ambos
grupos de vaquillonas pueden asociarse tanto a las diferencias en los niveles de metabolitos
sanguineos como en el desarrollo reproductivo y corporal. Las vaquillonas DOM accedieron
durante mas tiempo a la comida en las primeras horas luego de suministrada la RTM, lo que
pudo permitirles desplegar un mayor nivel de seleccion (DeVries et al., 2005; Greter et al.,
2008; Ceacero et al., 2012), fundamentalmente de pequefias particulas como las de grano de
maiz. Por lo tanto, las vaquillonas DOM pudieron acceder a una dieta mas energética por
consumir mayor proporcién de grano de maiz, lo que habria determinado una mayor
produccién de propionato en el rumen, y en consecuencia, una mayor glucemia que en las
SUB (Wiltrout & Satter, 1972). A su vez, las diferencias en el desarrollo reproductivo y
corporal entre vaquillonas de ambos rangos también pueden asociarse a un mayor nivel de
estrés social en las vaquillonas SUB que las DOM (Chebel et al., 2016). En éste sentido, si
bien no se encontraron diferencias en el CMS entre vaquillonas de ambos rangos sociales, las
DOM presentaron mayores GDP y fueron méas precoces que las SUB, lo que también podria
estar vinculado con un mayor nivel de estrés social en las Gltimas.

En el presente estudio, las vaquillonas se vieron sometidas a estrés calorico a lo largo del
experimento (indice de temperatura-humedad > 72; Dash et al., 2016), y se ha reportado que
animales en dichas condiciones presentan mayores concentraciones de colesterol (Scharf et
al., 2010). El rango social influye sobre la respuesta a diferentes estresores o a condiciones
restrictivas en diferentes especias (Chebel et al., 2016). El incremento de la competencia a
nivel del comedero (por reduccion del espacio de 1 a 0,6 m/vaca) determino una disminucion
del tiempo de consumo, que fue mayor en las vacas SUB que en las DOM (Hetti Arachchige
et al., 2014). En este sentido, las vaquillonas SUB podrian haberse visto méas afectadas por el
estrés calorico que las DOM, lo que determind la mayor concentracién de colesterol en las
SUB que en las DOM. En concordancia, animales bajo estrés calorico presentan una menor
glucemia (Nonaka et al., 2008), como fue observado en las vaquillonas SUB. A su vez, el
estres caldrico afecta negativamente la eficiencia reproductiva en bovinos (Dash et al., 2016;
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Das et al., 2016). En suma, tanto los mayores niveles de estrés social como de estres caldrico
podrian haber afectado el crecimiento folicular y el inicio de la pubertad en las vaquillonas
SUB.

Por lo tanto, las diferencias en el comportamiento ingestivo, en la utilizacion del alimento o
en ambos, y en los niveles de estrés cronico entre vaquillonas de ambos rangos sociales,
habrian determinado las mayores GDP y la mayor glucemia en las DOM que en las SUB.
Finalmente, dichas diferencias serian las determinantes del desarrollo reproductivo mas
precoz en las vaquillonas DOM en comparacion con las SUB.
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CONCLUSIONES GENERALES

La bioestimulacion y la dominancia social influyeron sobre el desarrollo corporal y
reproductivo de las hembras en vaquillonas de carne y de leche, respectivamente.

En relacion a la BE, se determiné que tanto el estimulo de la secrecion de LH y del desarrollo
folicular son responsables, al menos parcialmente, del adelanto en el inicio de la ciclicidad de
las vaquillonas expuestas a los machos en comparacion con las aisladas. El bajo estado
nutricional de las vaquillonas durante el estudio pudo haber retrasado la respuesta a la BE.
Por lo tanto, si bien la aplicacion de la BE es una herramienta efectiva para disminuir el
anestro en vaquillonas peri-puberales mantenidas en condiciones extensivas a campo natural,
el estado nutricional es de especial relevancia para maximizar la respuesta.

Por su parte, las vaquillonas dominantes fueron reproductivamente mas precoces, tuvieron
mayores ganancias de PV y mayores niveles de glucosa a lo largo del estudio que las
subordinadas. Ademas, existieron diferencias entre vaquillonas de ambos rangos sociales en
la tasa de consumo de alimento y en los comportamientos indicadores de estrés cronico. Por
tanto, las estrategias de adaptacion de las vaquillonas frente a situaciones de competencia
varian de acuerdo al estatus social que presenten.
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Positive effects of biostimulation on luteinizing hormone
concentration and follicular development in anestrous beef heifers!
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ABSTRACT: The objectives of this study were to
characterize the LH secretion pattern and the fol-
licular development of anestrous beef heifers during
early exposure (first 30 d of exposure) to androgenized
steers (AS) and to determine if exposure to AS for 80 d
(includes the first 30 d and 50 d more) advances the
onset of ovarian cyclic activity. Twenty-nine anestrous
Hereford heifers (20.2 £4.1 mo old and 257.5 +32.5 kg
of BW) were allocated to 2 homogeneous groups
according to their age and BW: 1) heifers exposed to
AS (group EH; n = 15) for 80 d and 2) control heif-
ers, isolated from AS and any other male during all the
course of the study (group CH; n =14). On d 0, 3 AS
were joined with the EH group, which were removed
and replaced with other 3 AS on Day 14. On d —10,
1, 10, 20, and 30, 8 heifers per group were housed in
individual stalls and blood samples for LH were col-
lected at 15-min intervals for 6 h. From d —10 to 30,
the maximum follicle diameter (MFD) and the pres-
ence of a corpus luteum (CL) was daily recorded by
ultrasound scanning and estrous behavior was detected
twice daily. The emergence of follicular waves (FW),
defined as the day when the dominant follicle of a wave

was first observed (3—4 mm diam.), was retrospectively
determined. Afterward, ultrasound scannings were per-
formed weekly from d 32 to 60 and on d 70 and 80 to
determine the presence of CL. After 10 d of male expo-
sure, LH concentrations, either mean (1.67 vs. 0.88 ng/
mL [SEM 0.09]) or basal (1.53 vs. 0.74 ng/mL [SEM
0.09]), were greater (P < 0.05) in the EH group than in
the CH group. There was a treatment effect in MFD, as
it was greater in EH than in CH (P = 0.05; 8.00 £ 0.16
vs. 7.52 = 0.17 mm, respectively), but none of those
follicles ovulated during the 40-d period. The MFD of
the second FW was greater in EH than in CH, in coinci-
dence with the transient increase on LH concentrations,
which probably induced the greater follicular growth.
Cumulative proportions of heifers that started to cycle
were greater (P =0.01) in EH than in CH on d 60 (33.3
vs. 0%), 70 (47 vs. 0%; P < 0.005), and 80 (53 vs.
0%; P < 0.001) of the exposure period. In conclusion,
exposure of anestrous beef heifers to AS resulted in a
transient increase on LH secretion after 10 d of male
exposure and increased follicular diameter attained
during the second FW. In addition, ovarian cyclic activ-
ity was advanced in exposed heifers.

Key words: cattle, male effect, puberty, ruminants, sociosexual signals
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INTRODUCTION

To maximize lifetime productivity, early puberty
of heifers is necessary in those animals that are bred
to calve as 2-yr-old compared with 3-yr-old calving
(Nufiez-Dominguez et al., 1991; Patterson et al., 1992).
Sociosexual signals stimulate reproductive activ-
ity in a wide variety of species (Signoret, 1991), and
specifically, biostimulation (stimulation of females’
cyclic activity with males) advances the onset of pu-
berty in beef heifers (Roberson et al., 1991; Rekwot et
al., 2000; Oliveira et al., 2009; Fiol et al., 2010). The
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physiological mechanisms determining the female re-
sponse to biostimulation are well documented in small
ruminants, but information in cattle is scarce, with most
studies performed in postpartum cows. Ewes and goats
respond to the introduction of males with a rapid in-
crease in LH secretion (Martin et al., 1983; Ungerfeld,
2003) that stimulates follicular growth (Atkinson and
Williamson, 1985; Delgadillo et al., 2009) followed by
ovulation 2 to 3 d later. Similarly, biostimulation induces
increases in LH secretion in postpartum cows (Baruah
and Kanchev, 1993; Fernandez et al., 1996; Roelofs et al.,
2007; Tauck et al., 2010b), although some studies could
not confirm this effect (Custer et al., 1990). In addition,
the LH variables were differently affected in those stud-
ies. Positive effects have also been recorded in ovarian
follicular diameter in biostimulated prepubertal heifers
(Bastidas et al., 1997) and postpartum cows (Berardinelli
et al., 2009), but there are too few studies to draw con-
clusions. We hypothesized that noncyclic heifers will re-
spond to androgenized steers (AS) with an increase in
their LH concentration and follicular diameter, thus ad-
vancing ovarian cyclic activity. Therefore, our objectives
were to 1) characterize the LH concentration pattern and
the follicular diameter of anestrous heifers during the first
30 d of exposure to AS and 2) determine if exposure to
AS for 80 d advances the onset of ovarian cyclic activity.

MATERIALS AND METHODS

Animals, Housing, and Treatments

Animal care, handlings, and protocols were ap-
proved by the Comision Honoraria de Experimentacion
Animal (Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay).
The study was performed in the Campo Experimental
number 1 of the Facultad de Veterinaria (34° S, 55° W)
during August to November, with 29 anestrous
Hereford heifers (mean age of 20.2 mo [SD 4.1] and
mean BW of 257.5 kg [SD 32.5]) and 6 AS. Anestrous
was confirmed in all the heifers by 2 consecutive ovar-
ian scannings 14 and 7 d before the onset of the experi-
ment. Heifers were allocated to 2 homogeneous groups
according to their age and BW: 1) heifers exposed to
AS (group EH; n = 15) and 2) control heifers, isolated
from AS and any other male during all the course of the
study (group CH; n = 14). All animals grazed native
pastures in 2 paddocks (46.5- and 33.1-ha paddocks for
groups EH and CH, respectively) separated more than
1,000 m from each other, so that the CH group could not
see, hear, or smell the males. All the animals had free
access to millet hay supplementation daily.

On d 0 at 1600 h, 3 adult Hereford AS (4 yr old
and 390.0 = 20.0 kg BW) were joined with the EH
group. Steers received weekly doses of testosterone
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propionate (600 mg intramuscular, Testosterone Ultra
Fuerte; Dispert, Montevideo, Uruguay) from d —7 to
14, when they were removed and replaced with other 3
steers, which were treated weekly from Day 7 until the
end of the exposure period (d 80). During the course
of the exposure period, all AS displayed male sexual
behavior (e.g., courtship behavior, flehmen).

Luteinizing Hormone Profile and Assay

Since 1 mo before the beginning of the experiment,
8 heifers per group were accustomed to individual stalls
that were located in their respective paddocks and to the
frequent blood-sampling procedure. The stalls had shade
for the 8 heifers. During the habituation period, animals
were moved to the proximity of the stalls (3 to 4 times
per week) and were gradually introduced into them to
minimize the stress during sampling. On d —-10, 1, 10,
20, and 30 of the experiment, the 8 heifers/group were
moved into the individual stalls for blood sampling. One
hour before each blood-sampling period began, the ani-
mals were fitted with jugular vein catheters (14-gauge
I.V. Straight Hub Radiopaque Catheter; Jelco, Smiths
Medical, Latina Scalo, Italy), and 10 mL of blood were
collected on dry tubes from each female every 15 min
for 6 h (0800 to 1400 h). On d 1, the blood sampling
procedure began 16 h after AS were joined with the EH.
During the 6 h of the intensive blood-sampling period,
the AS were maintained in the pen adjacent to the EH
group. Blood samples were maintained at room tempera-
ture for 20 min and centrifuged at 3,000 % g for 15 min at
room temperature, and serum was stored at —20°C until
assayed for LH concentration.

Luteinizing hormone concentrations were deter-
mined in duplicate aliquots of 200 uL with a double-
antibody RIA using anti-bovine LH (Bolt and Rollins,
1983; Bolt et al., 1990), in the Universidade Estadual
Paulista (Aracatuba, SP, Brazil). All samples were
analyzed in 1 assay; the intra-assay CV were 4.23 and
8.55% for the low and high controls, respectively; and
the minimum detection limit was 0.06 ng/mL.

Follicular Growth and Cyclic Activity

All heifers were weighed at the beginning (d —10)
and at the end of the experiment (d 80). Estrous behav-
ior was recorded twice daily (0700 and 1830 h) during
40 min by 2 experienced observers from d —10 to 30.
Estrous behavior was considered when the animal was
kept immobile while mounted (by a herd mate or AS in
the EH group). During the same period (d —10 to 30),
ovaries of each heifer were scanned daily to determine
the number of follicles greater than 3 mm, the diameter
(length x width/2) of the greatest follicle (maximum
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follicle diameter [MFD]), and the presence of a corpus
luteum (CL) using an Aloka 500 (Aloka Medical Ltda,
Tokyo, Japan) ultrasound scanner with a 5.0 MHz linear
transducer. From then on, ovaries were scanned weekly
from d 32 to 60 and on d 70 and 80 to determine the pres-
ence of CL. Ovarian scannings were performed in facili-
ties located in the same paddock where each group of
animals was allocated. In addition, to avoid the possible
influences of odors remaining from AS in the research-
ers’ clothes, ovarian scanning was always performed
first in CH and then in EH. The onset of cyclic activity
was considered as the day in which standing estrus was
recorded followed by visualization of a CL or as the first
date of 2 successive scans (separated by 7 or 10 d) in
which a CL was observed in the same ovary.

Data Analysis

To characterize the LH pattern of each heifer, 4
variables were defined: mean LH concentration, base-
line LH concentration, and frequency (pulses/6 h) and
amplitude of LH pulses. The baseline was defined as
the average of the 5 nadirs. The existence of an LH
pulse was considered when the maximum concentra-
tion was (modified from Roelofs et al., 2007) 1) above
the basal concentration + 2 SD, 2) over 0.2 ng/mL
above the previous nadir, 3) above the previous sample,
and 4) above the 2 subsequent samples involving at
least 2 points. Amplitude was calculated by the differ-
ence between the pulse (at the highest concentration)
and the basal concentrations. For statistical analysis,
the mean value for LH pulse amplitude and frequency
was first calculated for each heifer on each day.

To characterize the follicular development, the
emergence of a follicular wave (FW), defined as the day
when the dominant follicle of a wave was first recorded
(3—4 mm in diameter), was retrospectively determined.
Thereafter, the following variables were determined in
each FW: MFD, days to reach the MFD, days to regres-
sion of the FW, and follicle growth rate (FGR). The
time to reach the MFD was defined as the number of
days between its emergence and the first day in which
the increase in diameter stopped. The time to the regres-
sion of the FW was determined as number of days until
the follicle disappeared after its progressive decrease in
diameter (modified from Evans et al., 1994). The FGR
(mm/d) was defined as the mean daily increase in fol-
licular diameter between FW emergence and the day in
which the follicle reached its maximum diameter. For
statistical analysis, only data collected from waves en-
tirely detected (growing, static, and regression phases)
were used. The number of heifers that presented 3 FW
was low (7/15 and 5/14 for EH and CH, respectively);
therefore, only the first 2 FW were used for comparison
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between groups. In relation to d 0, emergence of FW 1
was observed on d 2 (range = d —3 to 7) and emergence
of FW 2 was observed on d 10 (range = 6 to 17 d).

Luteinizing hormone parameters and follicular vari-
ables of each FW were compared with PROC MIXED
of SAS (SAS 9.0v; SAS Inst. Inc., Cary, NC). For LH
parameters, we included the group (EH vs. CH), the day,
and the interaction between group and day as main ef-
fects in the model, whereas the model for follicular pa-
rameters included as main effects the group (EH vs. CH),
the number of FW (FW 1 or FW 2), and the interaction
between group and FW. In both analysis, the heifer into
each group was included as random effect and first-
order autoregressive structure was used for repeated
measurements within heifers. Tukey—Kramer tests were
conducted to analyze differences between heifer groups
and days and between heifer groups and FW. The num-
ber of FW for each group was analyzed with the GLM
procedure of SAS. The accumulated frequency of cyclic
heifers in each date was compared using a 2 test, and
BW between groups was compared by an unpaired ¢ test.
Significant differences were considered when P < 0.05
and tendencies were considered as 0.05 < P <0.1. The
results are presented as mean + SEM.

RESULTS

Luteinizing Hormone Secretion Pattern

Mean LH concentrations (1.45 ng/mL [SEM 0.05]
for EH and 1.42 ng/mL [SEM 0.05] for CH) and basal
LH concentrations (1.29 ng/mL [SEM 0.06] for EH and
1.26 ng/mL [SEM 0.06] for CH) did not differ between
groups (P > 0.05) during the first 30 d of the exposure
period. There was a day (P < 0.0001) and a group x
day (P < 0.0001) effect in both parameters. Mean and
basal LH concentrations increased during the intensive
sampling period: values were greater (P <0.05) ond 20
(1.83 £ 0.07 ng/mL) and 30 (1.65 + 0.07 ng/mL) than
ond-10 (1.23 £ 0.07 ng/mL), 1 (1.14 + 0.07 ng/mL),
and 10 (1.28 + 0.07 ng/mL). On d 10, mean and basal
LH concentrations were greater (P < 0.001) in the EH
group than in the CH group; however, on d 30 of the
exposure period, LH concentrations were greater (P <
0.05) in the CH group than in the EH group (Fig. 1).

No group or group x day (P > 0.05) effects were
observed in LH pulse amplitude (0.32 ng/mL [SEM
0.04] vs. 0.36 ng/mL [SEM 0.04] for EH vs. CH, re-
spectively) and frequency (2.8 pulses/6 h [SEM 0.2]
vs. 3.2 pulses/6 h [SEM 0.2] for EH vs. CH, respec-
tively). There was a day effect on LH pulse amplitude:
on d 20, LH pulse amplitude was greater compared
with d —10, 1, and 10 (P < 0.001), whereas on d 30, it
was greater (P < 0.05) than on d —10, 1, and 10. The
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Figure 1. Luteinizing hormone concentration (mean + SEM), mean
(panel A) and basal (panel B), in 20-mo-old anestrous beef heifers—either
heifers exposed to androgenized steers (AS; EH; n = 8) or control heifers,
isolated from androgenized steers and any other male during all the course
of the study (CH; n = 8)—during 80 d. On Day 0, AS were joined to the
EH group at 1600 h. Blood samples were taken every 15 min during 6 h
(0800 to 1400 h) on d -10, 1, 10, 20, and 30. No group effect was found for
mean (P = 0.76) and basal (P = 0.67) LH concentrations. Main effects of
day and group x day were P < 0.001 for both parameters. Days on which
mean and basal LH differed between groups are indicated with **P < 0.05.

LH pulse frequency tended (P = 0.07) to change over
time: it was greater (P < 0.05) on d 10 compared with
d 1, 20, and 30 and tended (P = 0.09) to be greater
than d —10.

Initial and final BW did not differ (P > 0.05) be-
tween the EH group (257.4 + 8.4 and 274.7 + 9.4 kg,
respectively) and the CH group (257.6 = 9.0 and
269.6 £9.2 kg, respectively).

Follicular Development and Onset
of Ovarian Cyclic Activity

No differences (P > 0.05) were found on the num-
ber of FW between groups (2.46 [SEM 0.13] for EH
vs. 2.35 [SEM 0.13] for CH). Biostimulated heifers
(EH) reached a greater MFD (8.00 £ 0.16 mm) than
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CH (7.52 £ 0.17 mm; P = 0.05). In addition, MFD in-
creased (P <0.001) from FW 1 to FW 2 and presented
a group x FW interaction (P = 0.03), explained by a
greater MFD value in FW 2 in EH than in CH (P =
0.03), without differences in FW 1 (Table 1).

The time from follicular emergence to MFD tend-
ed to be greater (P = 0.1) in EH (8.8 £ 0.3 d) than in
CH (8.0 £ 0.3 d). There was a treatment x FW inter-
action (P < 0.05): EH needed more days to MFD in
FW 2 compared with CH, without differences in FW 1
(Table 1). This variable was unaffected by FW number
(P > 0.05). Time until regression of the FW tended
(P=0.1) to be greater in EH (11.8 = 0.4 d) than in CH
(10.8 £ 0.4 d) and was greater in FW 2 than in FW 1
(11.8+0.4 vs. 10.7 £ 0.4 d; P=0.03), with no group x
FW interaction (P > 0.05; Table 1).

The FGR was greater (P < 0.05) on FW 2 (1.02 +
0.06 mm/d) compared with FW 1 (0.89 & 0.03 mm/d),
with no group effects or group x FW interactions (P >
0.05; Table 1). Cumulative proportions of heifers that
started cycling were greater in the EH group than in
the CH group on d 60 (33.3% for EH vs. 0% for CH;
P=0.01), 70 (47% for EH vs. 0% for CH; P < 0.005),
and 80 (53% for EH vs. 0% for CH; P < 0.001).

DISCUSSION

Biostimulation induced an increase in LH secre-
tion (after 10 d of AS introduction) and in the follicular
diameter (attained during the first 30 d of the exposure
period) as well as advanced the onset of heifers’ ovar-
ian cyclic activity. To our knowledge, this is the first
study reporting both the endocrine and ovarian response
in anestrous heifers stimulated by the male effect. On
the other hand, in previous studies in postpartum cattle,
positive effects on mean LH secretion were observed
earlier than in this study (Baruah and Kanchev, 1993;
Fernandez et al., 1996; Roelofs et al., 2007). Baruah and
Kanchev (1993) reported differences within 80 min after
biostimulation started, whereas Fernandez et al. (1996)
found greater mean LH concentrations 6 h after and
Roelofs et al. (2007) 8 h after male exposure started, al-
though in this last study, the difference was maintained
for just 1 d. In our study, the first sample for LH was
collected 16 h after AS introduction; therefore, it is pos-
sible that more acute effects were lost. However, the
biostimulation effect should be delayed compared with
the acute response reported in small ruminants (2—4 min;
Martin et al., 1986), partly due to the low BW presented
by these heifers at the beginning of the exposure period.
In this sense, the response to the male effect may be re-
lated to the BW of the heifers at the beginning of the
exposure period (Fiol et al., 2010). Moreover, it is pos-
sible that other factors, such as nutrition, environment,



Biostimulation in anestrous beef heifers

975

Table 1. Follicle development in 20-mo-old anestrous beef heifers either exposed (n = 15) or isolated (control;

n = 14) from androgenized steers during 80 d!

Control heifers Exposed heifers P-value?
Variable FW1 FW2 SEM FW1 FW2 SEM Grp FW Grp x FW
MFD,> mm 7.32 772 0.20 7.58 8.5b 0.19 0.05 <0.01 <0.05
Days to MFD# 8.73b 7.3b 0.47 8.5ab 9.1 0.46 0.1 ns’ <0.05
Days to REG® 10.6 11.1 0.53 11.0 125 0.52 0.1 <0.05 ns
FGR,” mm/d 0.86 1.09 0.05 0.92 0.96 0.05 ns <0.05 ns

a-bWithin a file, means without a common superscript differ (P < 0.05).

IEach variable is presented for the first follicular wave (FW1) and second follicular wave (FW2) detected. Data were obtained by daily ovarian transrec-
tal ultrasonography scannings during the first 30 d of the exposure to the males.

2Data was analyzed by PROC MIXED with group (Grp), follicular wave (FW), and Grp x FW as main effects. Tukey—Kramer tests were conducted to

analyze differences between heifer group and FW.
3MFD = maximum follicle diameter.

“Days to reach the MFD: period between follicle emergence and the first day it appeared to stop its progressive increase in diameter.

Sns = no significant differences.

®Days to the regression (REG) of the FW: last day that the follicle appeared to stop its progressive decrease in diameter.

7FGR = follicle growth rate: mean daily increase in follicular diameter between first appearance as a 3 to 4 mm follicle and the day of maximum diameter.

and circadian rhythms (Ginther et al., 2013), influenced
LH concentrations. In addition, other differences shall
be noted between the present study and those performed
in postpartum cows. The type of male stimulus was dif-
ferent: Baruah and Kanchev (1993) tested the orona-
sal treatment with bull urine, whereas Fernandez et al.
(1996) exposed cows to continuous or intermittent (2 h
every third day) contact with bulls for 18 d and Roelofs
et al. (2007) used fence-line contact with bulls for only
8 h during 1 d. In any case, in some of those studies,
mean and basal LH concentrations were also altered
(Fernandez et al., 1996; Roelofs et al., 2007). Moreover,
Tauck et al. (2010b) found an increase in LH pulsatility
only for exposed cows compared with isolated cows but
not with other cues. Overall, the lack of a consistent LH
response may be due to the difference on the general
responding pattern between small ruminants and cattle.
Although the formers have a homogeneous and synchro-
nized response (Ungerfeld et al., 2004), cows showed an
advanced but dispersed ovulation (Ungerfeld, 2007; Fiol
and Ungerfeld, 2012). Therefore, it may be possible that
different species need different time lengths to display
an LH response, and therefore, responses may be more
dispersed, making more difficult to determine when the
response is triggered in each individual.

The MFD was greater during the first 30 d in heifers
exposed to males. This is consistent with our hypothesis
and agrees with previous studies that reported positive
effects on follicle growth after the introduction of males
in prepubertal beef heifers (Bastidas et al., 1997) and
postpartum anovular cows (Berardinelli et al., 2009). In
addition, heifers exposed to males reached greater MFD
during their second FW and follicles showed a greater
sustained growth over time rather than regressing ear-
lier. Similarly, Berardinelli et al. (2009) reported that

the MFD tended to be greater on FW 2 of postpartum
anovular cows exposed to bulls compared with those
isolated from males. In the present study, the second FW
was probably the one that received the greater stimulus
due to the presence of the males, as its emergence oc-
curred within the first 6 to 17 d of exposure to AS, coin-
ciding with the rise on LH concentrations observed on d
10 of the exposure period. Blood samples for LH were
collected every 10 d, so we were not able to detect if
differences on LH concentrations were also maintained
from d 10 to 20. However, it is interesting to speculate
that greater LH concentrations recorded on d 10 induced
a sustained follicular growth during the second FW until
the follicle reached a greater diameter in EH than in CH
(Ginther et al., 2001, 2014). Moreover, in this experi-
ment, biostimulation advanced the first ovulation, which
is in agreement with previous experiments in peripuber-
al heifers (Roberson et al., 1991; Rekwot et al., 2000;
Fiol et al., 2010) and cows during the postpartum pe-
riod (Zalesky et al., 1984; Berardinelli and Joshi, 2005;
Tauck et al., 2010a). In addition to the biostimulatory ef-
fect of the males, a “female—female effect” could have
occurred at the moment that exposed females started to
cycle, as previously reported (Fiol et al., 2010). Although
exposed heifers presented greater LH concentrations on
d 10 of male exposure and greater follicle diameter dur-
ing the first 30 d of the exposure period, cyclic activ-
ity began only after 60 d of male exposure. Nutrition is
one of the main factors that control the onset of puberty:
both chronic and acute feed restriction determine nega-
tive effects on cyclic activity in prepubertal heifers (Day
et al., 1986; Amstalden et al., 2000). Follicular develop-
ment in heifers (Mackey et al., 1999; Bossis et al., 2000)
and cows (Diskin et al., 2003) is negatively affected by
both acute and chronic undernutrition. In the present
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study, pasture availability was restricted, and millet hay
supplementation was not enough to determine at least
moderate rates of weight gain. In fact, mean BW gain
for both groups ranged 0.1 to 0.2 kg/d, which is a very
low BW gain for peripuberal growing heifers (Engelken,
2008). The mean MFD recorded during the first 30 d in
our study was 8 mm, which implies a very low probabil-
ity of ovulation (Forde et al., 2011; Diskin and Kenny,
2014). Therefore, it is possible to speculate that low nu-
tritional status of the heifers during the experiment af-
fected the LH response and, thus, the final growth of the
dominant follicle and ovulation (Lents et al., 2013).

In conclusion, the presence of androgenized steers
induced a transitory rise in LH secretion 10 d later and
an increase on the greater follicular diameter during
the first 30 d of the exposure period of anestrous beef
heifers. Moreover, biostimulation anticipated cyclic
activity in exposure females, but low nutritional re-
striction probably prevented an earlier response.
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ABSTRACT

The objective of this study was to compare the body
weight (BW) and size, metabolic status, and reproduc-
tive development of dominant and subordinate pre-
pubertal dairy heifers allocated in competitive dyads.
Sixteen Holstein and Jersey x Holstein prepubertal
heifers (means + SEM; 250.8 + 9.8 d; 208.5 + 13.9
kg of BW) were assigned to 8 homogeneous dyads ac-
cording to breed, age, and BW. Dyads were housed
in pens separated 1 m from each other during 120 d,
receiving a total mixed ration on a 5% restriction of
their potential dry matter intake, and had access to the
same feeder (60 cm) throughout the experiment. Domi-
nant and subordinate heifers were defined based on
the winning agonistic interactions in each dyad. Body
development was recorded every 20 d in all heifers, and
blood samples were collected on the same days to de-
termine endocrine and metabolic status. The maximum
follicle diameter, number of follicles >6 mm, and the
presence of corpus luteum were observed weekly by
ultrasound. Heifer BW (269.3 vs. 265.3 £ 1.5 kg) and
average daily gains (0.858 vs. 0.770 + 0.02 kg/d) were
greater in dominant than subordinate heifers. On d 30,
37, and 53, dominant heifers had more follicles than
subordinate heifers, and maximum follicle diameter was
greater in dominant than in subordinate heifers (10.0
vs. 9.0 + 0.3 mm). Dominant heifers achieved puberty
earlier than subordinate heifers (313.9 + 4.9 vs. 329.6
+ 5.7 d) with similar BW (279.4 4+ 2.6 vs. 277.4 £+ 5.8
kg). Glucose concentrations were greater in dominant
than subordinate heifers (89.2 vs. 86.8 £ 1.2 mg/dL),
but cholesterol concentrations were greater in subor-
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dinate than dominant heifers (86.1 vs. 90.2 £+ 2.6 mg/
dL). We concluded that, under continuous competi-
tive situations, dominant heifers were more precocious
than subordinate ones, achieving an earlier puberty.
Dominant heifers had greater body growth and glucose
concentrations than subordinate heifers, which may
be responsible, at least in part, for the differences on
reproductive development between heifers of different
social status.

Key words: replacement heifer, social behavior, social
hierarchy, puberty

INTRODUCTION

Raising replacement heifers for dairy farms is expen-
sive; thus, any increase in efficiency during this period
has important consequences in reducing costs (Tozer
and Heinrichs, 2001). Although age at first calving is
one of the main determinants of productive success
(Abeni et al., 2000; Pirlo et al., 2000), BW at calv-
ing and rate of growth before puberty can affect the
maximum milk produced in the first lactation (Zanton
and Heinrichs, 2005). In Uruguay, most dairy farmers
maintain their heifers on low-quality pastures, which
has been shown to increase age at first calving (36 mo;
Conaprole, 2008) compared with the recommended
24 mo (Heinrichs and Swartz, 1990). In this context,
intensive feeding systems, in which heifers are fed a
TMR, are an important management tool to improve
dairy heifer-rearing programs. Under these systems, so-
cial dominance and competition for feed may influence
access to food and thus, heifer growth (DeVries, 2010).
Management practices that involve high competition
levels for feeding are major stressors that may have a
negative effect on access to food and growth, raising
welfare concerns, and thus, the need to develop alterna-
tive management.

Social dominance, the relationship of dominance—sub-
ordination established between 2 individuals (Drews,
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1993), has direct consequences on productive and
reproductive results. Milk yield and fertility of dairy
cows increased with social rank (Dobson and Smith,
2000; Phillips and Rind, 2002; Val-Laillet et al., 2008)
and high-ranked beef cows were rebred earlier during
the postpartum period compared with low-ranked cows
(Landaeta-Hernandez et al., 2013). In growing animals,
high-ranked male lambs had greater ADG and a preco-
cious increase of scrotal circumference, semen produc-
tion, and sexual behavior compared with low-ranked
lambs (Ungerfeld and Gonzalez-Pensado, 2008). The
effects of social dominance on an animal’s performance
may be exacerbated by management conditions that
determine increased competition for resources (reduced
feeding space or overstocking on intensive feeding sys-
tems; Val-Laillet et al., 2008; Manteca, 2009). Great
levels of competition between heifers at the feedbunk
provoked greater variability in ADG (Longenbach et
al., 1999; Gonzalez et al., 2008), whereas other studies
suggested that high-ranked heifers gained more BW
than low-ranked heifers (Greter et al., 2010).
Metabolic status in prepubertal heifers is affected by
multiple factors, especially, nutrition and growth rate
(Abeni et al., 2000, 2012). Depending on nutritional
levels, Holstein and Jersey heifers can reach puberty at

Table 1. Composition and nutritive value (% unless otherwise noted;
mean + SD) of the TMR' (on DM basis) fed to prepubertal dairy
heifers in 2 experimental periods

Experimental period

Item d 1 to 46 d 47 to 120

Ingredient
Corn silage 58.3 —
Pasture silage — 59.3
Ground corn grain 28 32
Soybean meal 12.6 7.6
Urea 0.5 0.5
Commercial premix2 0.5 0.5

Chemical composition
DM 30.3 £ 1.3 57.1 + 2.6
Ash 7.0+ 0.2 11.3 + 1.9
CP 14.2 £ 0.6 13.8 £ 2.8
ADF 274 £ 2.8 20.1 £ 1.3
NDF 50.7 + 4.6 35.1 +£5.9
Ether extract 2.6 £0.2 24+04
ME? (Mcal/kg) 2.37 2.46
CP:ME (g/Mcal) 60.0 59.1

'"Diet was formulated for 0.800 kg/d of ADG (NRC, 2001).

*One hundred grams contained 0.8 g of Rumensin (Elanco Animal
Health, Indianapolis, IN), 20 g of calcium carbonate, 5 g of mineral
and vitamin premix, 7 g of MgO, 36 g of sodium bicarbonate, 2 g of
Procreatin 7 (Philips Lesaffe Animal Care, Lyon France), 5 g of salt,
3 g of Safmannan (Philips Lesaffe Animal Care), and 21.2 g of wheat
bran.

*Estimated according to the NRC (2001).
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280 to 360 and 330 to 390 d, respectively (Stewart et al.,
1980). Although BW gain, age, and breed are directly
related to the onset of ovarian cyclic activity, many
metabolic hormones and metabolites are important
signals for follicular development and initiation of pu-
berty (Yelich et al., 1995, 1996; Chelikani et al., 2003).
Therefore, it is expected that any alteration of heifer
nutritional status (such as that provoked by high com-
petition rates due to dominance status) may determine
changes in growth rate, and thus, affect metabolite and
endocrine profile and reproductive development.

We hypothesized that in heifers allocated continu-
ously in competitive dyads (1) dominant heifers have
greater body growth rate and follicle size and achieve
puberty earlier than subordinate heifers, and (2) domi-
nant heifers present a metabolic and endocrine profile
that reflect a “more positive” energy balance (greater
serum insulin, IGF-I, glucose, cholesterol, and urea)
than subordinate heifers. Therefore, the objective of the
present study was to compare BW and size, metabolic
status, and reproductive development of dominant and
subordinate prepubertal dairy heifers allocated in com-
petitive dyads.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Housing

Animal care, handling, and protocols were approved
by the Comisiéon Honoraria de Experimentaciéon Animal
(Universidad de la Reprblica, Uruguay). The study was
performed in the Campo Experimental number 2 of the
Facultad de Veterinaria, San José, Uruguay (34°40'S,
56°32'W) from October to March. Sixteen Holstein (n
= 12) and Jersey x Holstein (n = 4) prepubertal heif-
ers (250.8 + 9.8 d; 208.5 + 13.9 kg of BW; mean +
SEM), that were managed similarly before the study,
were selected from the herd of the experimental farm
and were allocated to 8 homogeneous dyads, according
to breed, age, and BW.

Each dyad was allocated for 120 d in shed pens (5 x
8 m) separated (1 m) by electrical fences from the ad-
jacent pen to avoid physical contact with animals from
the other dyads. Heifers were fed a TMR composed
of ground corn grain, soybean meal, corn or pasture
silage, and a commercial premix [calcium carbonate,
magnesium oxide, sodium bicarbonate, Rumensin
(Elanco Animal Health, Indianapolis, IN), salt, yeasts],
with a 60:40 forage to concentrate ratio. On d 46 of the
study, due to availability, corn silage was substituted
by pasture silage (Table 1). The TMR was formulated
to a target gain of 800 g/d of BW according to NRC
(2001), and with the recommended MP to ME ratio so
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as to not alter mammary gland development (Albino
et al., 2015). Ration and silage were mixed every day
at 0700 h and offered once daily to each dyad between
0730 and 0830 h.

Heifers had an initial adaptation period of 20 d (total
study period = 140 d), in which they were allocated in
dyads and acclimated to the experimental conditions.
In addition, during the adaptation period, the poten-
tial DMI of each dyad was determined by weighing the
TMR offered and refused each day. The potential DMI
was considered when <3% orts was left for at least 3
consecutive days. Afterward, and to maximize competi-
tion between heifers, the amount offered to each dyad
was restricted by 5%. Each dyad had access to the same
feeder (60 cm) throughout the experiment. The amount
of feed offered was adjusted after each time heifers were
weighed (considering the mean BW of each dyad). Wa-
ter was available ad libitum in 2 water bowls/pen. Dur-
ing half of the study (60 d), mean temperatures were
>23°C (range: 22— 31°C) and the temperature-humidity
index was >72 (range: 72 to 86; INIA La Estanzuela,
Colonia, Uruguay), which corresponded to mild to
moderate levels of heat stress (Dash et al., 2016).

Social Dominance Determination

The dominant and subordinate heifer in each dyad
were determined by observing agonistic interactions in
each dyad for 15 min at the moment the TMR was
delivered on d 0 (after the adaptation period), 2 more
times in the first month of the experiment, and every
month afterward. Agonistic interactions included the
following: fighting (animals head to head and push-
ing each other), butting (violent contact of the head
on the body of the other animal), threatening (same
movement as butting but without contact), and flight
(animal turning the head or moving away when another
approaches without threat or butt). The animal that
performed more winning interactions was determined
as dominant, and the other animal was the subordinate.

Body Growth

Body weight, BCS, heart girth (HG), withers height
(WH), and rump fat thickness (RFT) were measured
every 20 d in all the heifers. Heifers were weighed in the
morning, before the TMR was supplied, using a por-
table electronic scale. The ADG (kg/d) was calculated
as the ratio of weight difference between each BW and
days. Body condition score was determined by visual
observation using a scale adapted for heifers (range 1
to 5; Heinrichs and Jones, 2016) by the same observer.
The HG was determined with an inelastic measuring
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tape placed just behind the front legs and behind the
shoulders of the heifer. When measuring WH, the ani-
mal was held on a level surface and a ruler was placed
next to the forelegs. A level was used to ensure that the
adjustable part (on the heifer’s withers) was parallel
to the floor when the highest point of the withers was
measured (the high point of the back located at the
base of the neck and between the shoulder blades). The
RFT (the subcutaneous fat layer located between the
skin and the fascia trunci profunda above the gluteus
medium and the biceps femoris muscles) was measured
by ultrasound (Ayres et al., 2009). After animal im-
mobilization, a 5.0-MHz linear transducer (Aloka 500,
Aloka Medical Ltd., Tokyo, Japan) was located linearly
between hooks and pins at the sacral examination site
and moved until the correct image was viewed, allowing
the operator to distinguish the superior limit of biceps
femoris muscle. The distance between the inferior limit
of skin and the fascia trunci profunda was measured,
excluding the skin thickness.

Reproductive Development

At the beginning of the experiment, anestrus was
determined in all heifers by 2 consecutive ovarian scans
7 d apart. Thereafter, starting on d 0, ovarian scans
were performed weekly in all heifers using an Aloka
500 (Aloka Medical Ltd.) ultrasound scanner with a
5.0-MHz linear transducer. In each scan, the diameter
of the greatest follicle (maximum follicle diameter,
MFD), number of follicles >6 mm, and the presence of
corpus luteum were recorded. The onset of puberty was
considered the first date of 2 successive scans (sepa-
rated by 7 d) in which a corpus luteum was observed
in the same ovary. Ovarian scanning ended when each
heifer achieved puberty.

Metabolic Hormones and Metabolites

Blood samples were collected every 20 d from coccy-
geal vein before feeding, in 2 tubes, one dry, and another
with sodium citrate (to determine glycemia). Samples
were centrifuged (3,000 x g for 15 min at 4°C) within
2 h after collection, and serum was stored at —20°C
until measurements were performed. Insulin concentra-
tions were quantified by an immunoradiometric assay
(DIASource ImmunoAssays S.A., Louvain-la-Neuve,
Belgium). The sensitivity of the assay was 1 pIU/mL;
intraassay coefficient of variation (CV) for low (22.8
plU/mL) and high (89.5 uIU/mL) controls was 10
and 7.5%, respectively. Concentrations of IGF-I were
quantified by RIA (Cisbio Bioassays, Codolet, France).
The sensitivity of the assay was 1 ng/mL; intraassay
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Table 2. Body growth parameters in dominant (n = 8) and subordinate (n = 8) prepubertal dairy heifers maintained under competitive
situations over 120 d; heifers were allocated in dyads and received a TMR daily

Group P-value

Item Dominant Subordinate SEM Group Day Group x day
BW (kg) 269.3 265.3 1.50 0.04 <0.05 0.4
ADG (kg/d) 0.858 0.770 0.02 0.03 <0.05 0.5
BCS 3.02 3.06 0.04 0.2 <0.05 0.08
Heart girth (cm) 152.5 152.2 0.80 0.7 <0.05 0.1
Withers height (cm) 112.6 112.6 2.00 0.9 <0.05 0.6
Rump fat thickness (mm) 0.75 0.74 0.06 0.5 <0.05 0.9

CV was 3.3 and 19% for low (39.7 ng/mL) and high
(397.4 ng/mL) controls, respectively. Both the insulin
and IGF-I assays were previously used in bovines (As-
tessiano et al., 2015). Glucose, cholesterol, and urea
concentrations were determined spectrophotometrically
(Vitalab, Selectra 2 autoanalyzer; Vital Scientific, Di-
eren, the Netherlands) using commercial enzymatic kits
(Wiener Lab Group, Rosario, Argentina). All samples
were determined in the same assay for each metabolite,
and quality assurance was provided by including inter-
nal quality controls in each assay.

TMR Chemical Analysis

Samples of TMR were collected at d 17, 78, and 112
of the experiment during 5 consecutive days. Individual
samples were composited and analyzed for DM, ash, to-
tal N, and ether extract (AOAC, 1990; methods 934.01,
942.05, 955.04, and 920.39, respectively), and for NDF
and ADF (sequentially using a thermostable a-amylase
and sodium sulfite; Van Soest et al., 1991).

Statistical Analysis

Data were analyzed in a randomized block design us-
ing SAS software (SAS Institute Inc., Cary, NC). Body
growth, follicular development, and metabolic and
endocrine profile data were analyzed as repeated mea-
sures using PROC MIXED, with day as the repeated
effect, spatial power law (for unevenly spaced data) as
the covariance structure, and the Kenward-Roger pro-
cedure to adjust the degree of freedom. Heifer was the
experimental unit. The model included the fixed effects
of the group (dominant and subordinate), the day of
the experiment, and their interaction as main effects,
and dyad and animal as random effects. The heifers’
birth date was included in the model as co-variable if P
< 0.2. Age and BW at puberty and the day of the ex-
periment on which heifers began cycling were compared
by paired t-test. Significant differences were considered
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when P < 0.05 and tendencies as 0.05 < P < 0.1. The
results are presented as mean + SEM.

RESULTS

All recordings of body growth (BW, BCS, HG, WH,
and RFT) increased during the experimental period
(P < 0.05) in both groups of heifers. Heifer BW and
ADG along the study were greater in dominant than
in subordinate heifers (P < 0.05), with no interaction
between group and day (Table 2). Social dominance did
not influence heifer BCS, HG, WH, or RFT (Table 2).

The total number of follicles did not differ between
groups (Table 3) but there was a tendency (P = 0.10)
for an interaction between group and day: on d 30 (P =
0.10), 37 (P = 0.01), and 53 (P = 0.07) dominant heif-
ers had more follicles than subordinate heifers, whereas
on d 70, subordinate heifers tended to have more fol-
licles than dominant heifers (P = 0.06; Figure 1). The
MFD was greater in dominant than in subordinate
heifers (Table 3) and tended to differ between days (P
= 0.07), with no interaction between group and day.
The number of follicles >6 mm differed between days
(P < 0.05), with no group effect or interaction between
group and day. Dominant heifers achieved puberty ear-
lier than subordinate heifers (P = 0.01) but without
differences in BW (Table 3). Dominant heifers tended
to begin their cyclic activity (puberty) earlier in the
experiment than subordinate heifers [70.3 + 7.4 (range
= 45-97) and 84.0 + 3.8 (range = 70-97), respectively
(P = 0.06)]. Those days of the experiment correspond
to the age of heifers at puberty in each group (Table 3).

Insulin and IGF-I concentrations did not differ be-
tween groups (Table 4) but differed throughout the
experiment with no interaction between group and day.
Dominant heifers had greater glucose concentrations
than subordinate heifers (P = 0.01), whereas subordi-
nate heifers had greater cholesterol concentrations than
dominant heifers (P = 0.02; Table 4 and Figure 2).
In contrast, urea concentrations did not differ between
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Figure 1. Total number of ovarian follicles in dominant (n = 8; black bars) and subordinate (n = 8; gray bars) prepubertal dairy heifers
maintained in competitive situations over 120 d. Heifers were allocated in dyads and received a TMR daily. Asterisks at each day indicate dif-
ference among the groups: *P < 0.05; **0.05 < P < 0.1. Error bars represent SEM.

groups (Table 4). There was no interaction between
group and day for any metabolite.

DISCUSSION

According to our knowledge, this is the first study
demonstrating that social dominance in heifers main-
tained under continuous competitive situations directly
affects their reproductive development, body growth,
and some metabolic parameters. An earlier puberty is
associated with increased size of the dominant follicle in
beef heifers (Bergfeld et al., 1994), and dominant heif-
ers had greater MFD throughout the study and more
follicles than subordinate heifers from d 30 to 53, which
corresponded to the period immediately before the
onset of cyclic activity (d 45-50). The age at puberty
was consistent with that in other studies in which dairy

heifers achieved similar growth rates (Chelikani et al.,
2003; Davis Rincker et al., 2011), including de Trinidad
(2014), who worked in similar local conditions. Body
weight at puberty did not differ between dominant and
subordinate heifers, which agrees with studies reporting
that puberty occurs at a regular BW and body compo-
sition, independent of dietary manipulation (Chelikani
et al., 2003). Thus, management conditions and heifers’
social status during the rearing period could be associ-
ated with reproductive development and performance
at first breeding. Considering that the fertility of heif-
ers increases if they have more cycles before breeding
(Byerley et al., 1987), age at puberty directly affects
pregnancy rates at first service, especially when heif-
ers are bred to calve at 24 mo of age (Perry, 2012).
Therefore, better fertility of dominant heifers than
subordinate heifers may be expected at first service,

Table 3. Reproductive development in dominant (n = 8) and subordinate (n = 8) prepubertal dairy heifers maintained under competitive
situations over 120 d; heifers were allocated in dyads and received a TMR daily

Group P-value
Item Dominant Subordinate SEM Group Day Group x Day
Total no. of follicles 7.4 7.2 0.70 0.8 0.07 0.1
MFD' (mm) 10.0 9.0 0.30 0.05 0.07 0.5
No. of follicles >6 mm 1.7 1.9 0.10 0.2 <0.05 0.2
Age at puberty (d & SEM) 313.9 £ 4.9 329.6 + 5.7 0.01 — —
BW at puberty (kg & SEM) 279.4 + 2.6 2771 +£ 5.8 0.7

"Maximum follicle diameter.
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Table 4. Hormones and metabolites concentrations' in dominant (n = 8) and subordinate (n = 8) prepubertal dairy heifers maintained under
competitive situations over 120 d; heifers were allocated in dyads and received a TMR daily

Group P-value
Item Dominant Subordinate SEM Group Day Group x Day
Insulin (pIU/mL) 22.4 21.3 1.50 0.6 <0.05 0.1
IGF-I (ng/mL) 364.3 371.7 12.7 0.7 <0.05 0.9
Glucose (mg/dL) 89.2 86.8 1.20 0.01 <0.05 0.3
Cholesterol (mg/dL) 86.1 90.2 2.60 0.02 <0.05 0.6
Urea (mg/dL) 23.3 22.4 0.70 0.4 <0.05 0.8

'Blood samples were taken every 20 d.

especially if they are going to be bred at 15 mo of age.
Further long-term studies are needed to confirm this
hypothesis.

Follicular development (Mackey et al., 1999; Bossis
et al., 2000) and onset of puberty in heifers (Schillo et
al., 1992; Funston et al., 2012; Perry, 2012) are directly
related to nutritional status and thus, to changes in
metabolic profile. Age at puberty is highly related to
prepubertal ADG, both in beef and dairy heifers: greater
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Figure 2. Concentrations of (A) glucose and (B) cholesterol in
dominant (n = 8; black lines) and subordinate (n = 8; gray lines)
prepubertal dairy heifers maintained in competitive situations over
120 d. Heifers were allocated in dyads and received a TMR daily. In
both metabolites, we detected a group effect (P < 0.05). Error bars
represent SEM.
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nutritional status and ADG hasten the onset of cyclic
activity (Amstalden et al., 2000; Chelikani et al., 2003).
Dominant heifers had greater ADG than subordinate
heifers, which is in agreement with larger dominant
follicles at a younger age in dominant compared with
subordinate heifers (Bergfeld et al., 1994; Chelikani et
al., 2003). Although the exact role of glucose in the
reproductive function of female ruminants is still not
fully elucidated (Haldar and Prakash, 2007; Sabia et
al., 2014), greater ADG and follicular growth rates are
associated with increased concentrations of glucose in
prepubertal dairy heifers (Abeni et al., 2000), possibly
indicating a “more positive” energy status in dominant
heifers that results in greater follicular development
compared with subordinate heifers. Moreover, greater
glucose concentrations in dominant compared with
subordinate heifers can be associated with a lower age
at first breeding (Brickell et al., 2009). Previous stud-
ies reported that when competition for food increases,
changes in feeding behavior, but not total DMI, af-
fect heifers’” body growth (Longenbach et al., 1999;
Gonzélez et al., 2008; DeVries, 2010). In this sense,
we might speculate that the greater opportunity for
sorting by dominant heifers could determine that they
were more efficient than subordinate heifers in select-
ing small particles such ground corn grain in the TMR
(DeVries et al., 2005; Greter et al., 2008; Ceacero et
al., 2012). Thus, dominant heifers probably consumed
a more energetic diet (containing more corn grain),
leading to greater ruminal propionate production, and
thus increased serum glucose concentrations compared
with subordinate heifers (Wiltrout and Satter, 1972).
Therefore, changes in feeding behavior, food utiliza-
tion, or both between heifers of different social status
determined increased ADG and glucose concentrations
in dominant compared with subordinate heifers, which
ultimately affected their reproductive performance.
Considering these results, management conditions that
determined high levels of competition could lead not
only to differences in ADG and BW between animals
of different social status, but also to differences in



SOCIAL DOMINANCE AND REPRODUCTION IN HEIFERS

metabolic status and reproductive performance. In this
sense, the animals’ housing (increase feeding space,
do not overstock) becomes very important to decrease
competition levels, and thus welfare concerns, in heifer-
rearing systems.

The greater cholesterol concentrations observed in
subordinate than in dominant heifers was not expected
because, like glucose, cholesterol is positively related
to energy status (McShane et al., 1989) and to ovarian
function (Talavera et al., 1985). Cholesterol uptake is
the main source for the synthesis of steroid hormones
(Yart et al., 2014), and plasma progesterone concentra-
tions are negatively correlated with plasma cholesterol
concentrations (Talavera et al., 1985). Thus, as proges-
terone increases when cyclic activity begins, lower cho-
lesterol levels in dominant heifers could be associated
with their earlier puberty compared with subordinate
heifers (Rodriguez-Sanchez et al., 2015). A different
explanation could be related to the environmental
conditions: during an important period of the study,
heifers were under heat stress (temperature-humidity
index >72; Dash et al., 2016), and it has been reported
that cholesterol concentrations are greater in animals
that suffer more heat stress (Scharf et al., 2010). As
social rank can influence the response to specific stress-
ors (Sutherland et al., 2007), subordinate heifers could
be more affected by heat stress than dominant heifers,
resulting in increased cholesterol levels. In addition,
heat-stressed animals have lower glucose concentrations
(Shaffer et al., 1981; Nonaka et al., 2008), as seen in
the subordinate heifers in our study. Stress involves the
reaction of an animal to harsh environments and it has
unfavorable consequences in animal performance (Das
et al., 2016). In this sense, heat stress affects reproduc-
tive performance in cattle (Dash et al., 2016); thus, the
greater heat stress in subordinate heifers could have
affected follicular development and increased age at
puberty compared with dominant heifers.

CONCLUSIONS

Under continuous competitive situations, dominant
heifers were more precocious than subordinate ones,
achieving an earlier puberty. Dominant heifers had
greater body growth and glucose concentrations than
subordinate heifers, which may be responsible, at least
in part, for the differences in reproductive development
between heifers of different social status.
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Social dominance affects intake rate and behavioral time budget
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In intensive feeding systems, competition may be high and social dominance may affect animal performance by changing dry
matter intake (DMI) and behavioral time budgets. If competition level is maintain over time, the strategies developed by heifers of
different social status are expected to differ. Thus, the aim of this study was to compare individual DMI, intake rate and eating,
ruminating, lying and standing behaviors in dominant (DOM) and subordinate (SUB) pre-pubertal dairy heifers in a model study
implying continuous competitive situations. A total of 16 Holstein and Jersey x Holstein pre-pubertal heifers (251 + 10 days old,
weighing 208 + 14 kg; mean + SEM) were allocated into eight homogeneous dyads. Each dyad was maintained during 120 days
(day 0 = beginning of measurements) in pens, and received a total mixed ration from one feeder/dyad. The DOM and SUB heifers
was determined (day 0, twice during the first month of the experiment and every month afterwards) by observation of the winner
in agonistic interactions in each dyad after the feed was supplied. The general activity pattern (eating, ruminating, lying and
standing) of each heifer was recorded by direct instantaneous scan-sampling, every 10 min for 12 h, in 7 days (days 1, 21, 35, 60,
75, 100 and 120). Individual DMI was estimated with the double marker technique, in three intervals (I = days 17-26; Il = days 78-87
and Ill = days 112-120), while estimated intake rate (kg/min) was calculated for each interval as the DMI per total eating time.
After the experiment was concluded, data of the first 5 and the last 6 h of the 12 h scan-sampling (related to the moment the feed
was supplied) was grouped according to the moments of greater and lesser competition for feed on each day. During the first 5h,
where competition was expected to be highest, no differences in eating behavior were found between heifers of different social
status, but DOM heifers spent more time ruminating and lying than SUB heifers, while SUB spent more time standing than DOM
heifers. No differences were found on DMI between DOM and SUB, but SUB ate at a faster rate on interval Il compared with DOM
heifers. In conclusion, in this model study of heifer dyads, SUB heifers had greater intake rate with no differences in feed intake,
spent less time ruminating and lying, and more time standing than DOM heifers during the first hours after feed delivery.

Keywords: aggressiveness, cattle, dominance, social hierarchy, social behavior

Implications their social position. Further studies are necessary to deter-
mine if differences are maintained in heifers reared under

Intensive feeding systems are used for dairy heifer rearin . o
g sy y g commercial conditions.

mainly because they allow a better control of animal growth
and greater BW gains than pasture based diets. In this model
study where a competitive situation was maintained over

time, subordinate (SUB) heifers ate faster, spent less time I

ruminating and more time standing than dominant (DOM) In group-housed domestic ruminants, social hierarchies and
ones during the first hours after feed delivery, with no dif- competition for feed affect feeding behavior (Grant and
ferences in feed intake. Thus, it is expected that heifers will Albright, 2001). Social dominance is the relation of dom-
cope with competitive situations differently according to inance/subordination established between individuals main-

tained by agonistic interactions (Drews, 1993) that may
* E-mail: cfiolepera@gmail.com affect productive performance and behavior of cattle. In
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intensive feeding systems, in which animals are fed a total
mixed ration (TMR), competition may be high and social
dominance may affect animal performance by changing dry
matter intake (DMI), feeding behavior patterns or efficiency
of feed utilization (De Vries, 2010).

In dairy heifers, when competition for feed is exacerbated,
feeding behavior patterns are affected (De Vries and von
Keyserlingk, 2009), and the strategies developed by heifers
of different social status appear to differ. If competition level
is high, when feedbunk space per animal is low, heifers have
shorter eating time and reduced daily BW gains (Keys et al.,
1978), but most of the authors have not reported differences
in total DMI between heifers (Longenbach et al., 1999; De
Vries and von Keyserlingk, 2009). In the few studies that
determined dominance order when competition level
increased, it was reported that DOM cows stay at the feed-
bunk for longer than SUB cows, increasing their total feeding
time (Grant and Albright, 2001; Val-Laillet et al,, 2008). In
contrast, low-ranked animals are more often interrupted
while they are eating, have shorter periods of consumption,
and thus, need to visit more times the feeder than high-
ranked animals (cows: Olofsson, 1999; heifers: Gonzalez
et al., 2008a and 2008b). When the level of competition is
high, to maintain DMI, low-ranked cattle need a higher
intake rate than high-ranked ones (Harb et al, 1985;
Proudfoot et al, 2009), and thus, they need to develop
alternative behavioral strategies. Moreover, in these situa-
tions, SUB heifers spent more time standing and lying during
periods where DOM heifers were eating (Olofsson, 1999) and
showed higher variability in BW gains (Gonzdlez et al.,
2008a; Fiol et al., 2017) than DOM ones. It should be noted
that most of the above-mentioned studies are all short-term
studies or block designs, and DMI was measured as the
group mean, and individual differences may be lost.

Social competition is an important stressor (Proudfoot and
Habing, 2015); therefore, high levels of competition are
associated with high levels of stress in heifers (Gonzalez
et al, 2008b) and bulls (Gupta et al, 2007). Moreover,
individual social status appears to affects the individual's
ability to cope with crowding, influencing the animals’ stress
response (Huzzey et al., 2012; Proudfoot and Habing, 2015).
If the competitive situation is maintained over time, stress
may become chronic, modifying animal’s behavior (Trevisi
and Bertoni, 2008). Behavioral parameters, such as rumina-
tion, lying and standing, can be used to evaluate the
response of the animal to a situation of chronic stress (Friend,
1991; Trevisi and Bertoni, 2008). In this sense, rumination
(Grant and Albright, 2001) and lying (Fregonesi et al., 2007)
times are reduced in stressed animals or when cows are
overstocked at the freestall. In contrast, in overstocked cows
and stressed calves standing time may be increased (Fregonesi
et al,, 2007; Wilcox et al.,, 2013).

The objective of the present study was to compare indivi-
dual DMI, intake rate and eating, ruminating, lying and
standing behaviors in DOM and SUB pre-pubertal dairy hei-
fers maintained under continuous competitive situations.
Although in most commercial systems heifers are maintained
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in larger groups, as a strategy to study the effects of dom-
inance we chose to maintain them in dyads as a model. We
hypothesized that SUB heifers maintained under continuous
competitive situations have lower DMI, higher intake rate
(trying to compensate the decreased on DMI), reduced eat-
ing, ruminating and lying time, and increased standing time,
compared with DOM heifers.

Material and methods

Animals and housing

The study was performed in the Campo Experimental N°2 of
the Facultad de Veterinaria, San José, Uruguay (S 34°40’,
W 56°32’) from October 2013 to March 2014 (spring-summer).
The animals and the general procedures were the same used in
another study that assessed the effects of social dominance on
animal performance and metabolic status (Fiol et al., 2017).

In brief, 16 Holstein (n=12) and Jersey x Holstein (n=4)
pre-pubertal heifers (251 + 10 days of age; 209 + 14 kg BW;
mean = SEM) were allocated into eight homogeneous dyads,
according to breed, age and BW. The sample size calculated
to obtain a power test >0.80 was 14 heifers (G*Power 3.1,
University of Diisseldorf). Heifers were managed in a single
group (mixed with other heifers of the same age) and fed a
ration plus hay supplementation from weaning (60 days of
age) to the beginning of the study. Each dyad was main-
tained during 120 days (day 0 = beginning of measurements)
in shed pens (5x8m) separated 1 m by electrical fences
from the adjacent pen. Heifers were fed once daily (between
0730 and 0830h) a TMR with a 60: 40 forage:concentrate
ratio (Table 1). During the adaptation period (20 days; total
duration of the study = 140 days) the potential DMI of each
dyad was determined. Thereafter, to maximize competition
between heifers, the amount of TMR offered to each dyad
was restricted 5% upon the potential DMI and supplied on
the same feeder (60 cm) throughout all the experiment. We
did not find refusals along the study as feeders were empty at
the end of the day. During the first 60 days of the study mean
temperatures were over 23°C (range 22°C-31°C) and the
temperature humidity index was greater than 72 (range 72-86;
INIA La Estanzuela, Colonia), which corresponded to mild to
moderate levels of heat stress.

Within dyad, the DOM and SUB heifer was determined by
real time observations of the winning agonistic interactions
in each dyad during 15 min immediately after TMR supplied
on day 0, twice during the first month of the experiment and
then every month afterwards. On the first two determina-
tions, the same four trained observers made the determina-
tions in the eight pairs of heifers to maintain the same criteria
and maximize the intra- and inter-observer reliability.
Thereafter, one of the four observers made the determination
in each pair of heifers. A heifer was considered the winner
when displaced physically the other heifer. In most cases the
same heifer won all the interactions, but if not, the animal
that won more interactions during the 15min was con-
sidered as the DOM, while the other was the SUB.



Table 1 Composition, chemical analysis and nutritive value of total
mixed ration’ fed to pre-pubertal dairy heifers (on dry matter (DM)
basis) according to the three intervals of DM intake estimation over the
120 days of the experiment

Intervals?
I [land IIl

Ingredient (%)

Corn silage 58.8 -

Pasture silage - 59.7

Ground corn grain 28 32

Soybean meal 12.6 7.6

Commercial premix? 0.56 0.54
Chemical (%)

DM 30.3+1.3 60.2+2.9

Ash 7.0+0.2 12.2£03

cP 15.8+0.6 14.8+1.7

ADF 27.4+2.8 19.4+0.5

NDF 50.7+4.6 31.9+1.0

Ether extract 26+03 24+03
ME (MJ/kg)* 9.9 10.3
CP/ME (g/MJ) 15.9 14.4

ME, metabolizable energy.

'Diet was formulated for 0.800kg/day average daily gain National Research
Council (NRC), 2001.

2Intervals 1, Il and Il corresponds to days 17-26, 78-87 and 112-120 of the
experiment. The total mixed ration composition was the same in intervals Il
and Ill.

30n 100 g contained 0.8 g Rumensin®, 20 g calcium carbonate, 5 g mineral and
vitamins premix, 7 g oxide Mg, 36 g sodium bicarbonate, 2 g Procreatin-7®, 5 g
salt, 3g Safmannan®, 21.2 g Semitin.

ME, estimated according to NRC (2001).

Behavioral recordings

The general activity pattern of each heifer was recorded by
direct real time observation using instantaneous scan-
sampling in seven specific days (days 1, 21, 35, 60, 75, 100
and 120) along the experiment. It was expected to find dif-
ferences on behavioral parameters along the seven sampling
days, especially because heifers could have some degree of
habituation to the competitive situation that may also differ
between DOM and SUB heifers. For each day, scan record-
ings were performed by the same observer every 10 min for
12h (total =73 recordings/day), from 0730-0830h (hour
0=TMR supply) to 1930-2030h adjusting the beginning
and ending time according to sunrise and sunset along the
experiment. In each scan, it was recorded if the animal was
eating (standing with the head in the trough), ruminating
(chewing regurgitated feed, outside the feeder), lying (lying
down with chin on the floor or head up) or standing (maintained
an upright position on extended legs, without walking). Every
time the heifer was recorded ruminating, it was noted if she
was doing it standing or lying; therefore this activity was not
mutually excluding the others.

Dry matter intake and intake rate
Individual DMI was estimated with the double marker techni-
que (Velasquez et al., 2018). The marker technique to estimate

Social dominance in pre-pubertal dairy heifers

DMI uses an external marker to estimate fecal output and an
internal marker (naturally occurring in feedstuffs) to estimate
dry matter (DM) digestibility (Velasquez et al., 2018). In this
study, the estimation of fecal excretion and DM digestibility
were done with chromium oxide (Cr,03), as an external
marker, and indigestible NDF (iNDF) as internal marker,
respectively.

Each animal was orally given a daily 6.0 g bolus of Cr,0;3
containing 4.1g/day of chromium (68.4%, chromium I
oxide; Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) during
10 days, on three different intervals along the experiment
(I=days 17-26; 11=78-87 and Ill=112-120). Thereafter,
animals were observed for a short period of time to ensure
that there was no regurgitation. On the last 5 days of each
interval, ~ 400 g of fecal samples were collected directly from
the rectum two times/day (Kozloski et al., 2006). Samples
were collected at different times in different days to consider
the daily fluctuation of chromium excretion in feces. All
samples were maintained at —20°C until analysis for chro-
mium and DM digestibility. For chromium analysis, samples
were dried in an air-forced oven at 60°C until achieved
constant weight, and then ground until filtering through a
1-mm screen. Fecal samples were composited by heifer and
interval. Chromium concentration on feces was determined
on the Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Rumi-
nantes of the Universidad Federal de Santa Maria (Brazil)
according to Czarnocki et al. (1961). Fecal excretion was
estimated as chromium intake/chromium concentration
in feces.

For DM digestibility, samples of the TMR were also col-
lected daily during the last 5 days of each interval of Cr,0;
administration, composited and stored at —20°C for chemi-
cal analysis. Samples of TMR and feces were dried in an air-
forced oven at 60°C until achieving constant weight, and
then grounded until passed through a 2-mm screen. The
iNDF was estimated by in situ incubation. In brief, samples of
feces (69, in duplicate) and TMR (69, in triplicate) were
placed in nylon bags (5x10cm, 25-pum-pore-size bags;
Ankom Technology Corporation, Macedon, NY, USA) and
incubated in two non-lactating Holstein cows fitted with
ruminal cannulas and fed a standard diet (70% alfalfa hay
and 30% commercial concentrate) during 12 days (Lee and
Hristov, 2013). Thereafter, the bags were removed from the
rumen, manually washed with tap water for 5 min, and fro-
zen at —20°C. Once the incubation series finished, all the
bags were thawed and manually washed again until the
rinse water was clear, and then dried at 60°C until achieving
constant weight. The iNDF was considered as the NDF con-
tent in the undigested residue after 12 days of in situ incu-
bation. Determination of NDF in feces and in TMR was
performed on the Laboratorio de Nutricion Animal of the
Facultad de Veterinaria (Montevideo, Uruguay) according to
Mertens (2002), using a fiber analyzer (Ankom 200/220). Dry
matter digestibility was determined as (g iNDF/kg feces —g
iNDF/kg TMR)/(g iNDF/kg feces).

Afterwards, considering the fecal excretion and the DM
digestibility that were calculated for each heifer, the DMI
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(g/day) in each interval was determined as fecal excretion/
(1 —DM digestibility) (Velasquez et al., 2018). To calculate
the corrected individual DMI, the known amount of TMR
offered and consumed by each dyad was weighted by the
percentage that represented each heifer individual DMI in
the dyad intake (sum of both heifer individual intake) esti-
mated by the double marker technique.

Intake rate (kg/min) was calculated as DMl/total eating
time. Days of behavioral recordings that matched with each
of the intervals of DMI estimation (day 1, 75 and 120 cor-
responds to intervals I, Il and IIl of DMI estimation, respec-
tively) were used to calculate the total eating time of each
heifer. The eating time of each day of behavioral sampling
was estimated assuming that the activity (eating) persisted
over the entire 10-min period after the observation.

Chemical analysis of total mixed ration

Composited TMR samples were dried in a forced-air oven at
65°C for 48h, ground in a hammer mill through a 1-mm
screen, and stored at —20°C until chemical analysis. Samples
were analyzed for DM by drying at 105°C until achieving
constant weight in a forced-air oven according to Association
of Official Analytical Chemists (AOAC 1997; method 7.003).
Ashes were determined by combusting at 600°C for 2 h
(AOAC, 1997; methods 7.009). Total N was assayed by
Kjeldahl method (AOAC, 1997; method 984.13); ether
extract was determined in a reflux system with ethyl ether for
3 h (Goldfisch fat extractor; Labconco Corporation, Kansas
City, MO, USA). Determination of NDF was done according to
Mertens (2002), using heat-stable-amylase and expressed
without ash content correction. Concentrations of ADF were
determined according to method 973.18 of AOAC (1997).

Statistical analysis

For each of the 7 days of behavioral recording, frequency of
each behavior was calculated as the number of times each
heifer was observed doing each activity/the total number of
scans per day (n=73). Behavioral data of the first 5h (30
first observations) and the last 6h (last 36 observations)
(related to the moment that the TMR was supplied) were

grouped for each day to account for the effects of the
moments of greater and lesser competition for feed.

Residuals were tested for a normal distribution using the
PROC UNIVARIATE statement (SAS® University Edition; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Behavioral data were not
normally distributed, and were analyzed using the PROC
GLIMMIX (SAS® University Edition) with the intercept ran-
dom and the compound structure or the first-order auto-
regressive covariance structure, and binomial or Poisson
distribution. The covariance structure used was decided
according to the Bayesian information criteria, which
allowed us to select the best fit covariance matrices for each
behavior. For the first 5 h and the last 6 h, the model included
the fixed effects of the social status (DOM or SUB), the day as
the repeated measure, as well as the interaction between
social status x day as main effects, and the dyad and animal
(nested within the dyad) as random effects. The individual
animal was considered the experimental unit. The heifer’
birth date was included as covariate, and maintained in the
model if P<0.2.

Dry matter intake and intake rate were analyzed sepa-
rately for each interval (interval I, Il and Ill of DMI estimation)
by PROC MIXED (SAS® University Edition) with the social
status (DOM or SUB) as fixed effect and the dyad as random
effect. Significant differences were considered when P<0.05
and tendencies as 0.05 < P< 0.10. The results are presented
as means + SEM.

Results

There were no social status effects or interactions between
social status and day on the number of times that the heifers
were observed eating during the first 5 h (Table 2). Dominant
heifers spent more time ruminating (P<0.01) and lying
(P=0.04) during the first 5h than SUB, and there was an
interaction between social status and day for both activities
(P=0.01; Table 2). The times that the heifers were rumi-
nating and lying were greater in DOM than in SUB heifers on
days 1, 35, 100 and 120 and on days 100 and 120, respec-
tively (Figure 1). The number of times that SUB heifers were

Table 2 Frequency of general activities (%) during the first 5 h after feed delivery in dominant (DOM; n = 8) and subordinate (SUB; n = 8) pre-pubertal

dairy heifers maintained in dyads during 120 days’

P-value (3
DOM SUB SEM Social status day Social status x day
Activity (%)
Eating 45.6 42.9 1.5 0.17 (1.9) <0.01 (5.8) 0.66 (0.7)
Ruminating? 12.2 8.4 1.2 <0.01 (17.5) <0.01 (11.4) <0.01 3.1)
Standing 29.9 34.8 24 0.05 (3.7) <0.01 (49.0) 0.13(1.7)
Lying 18.6 17.4 2.7 0.04 (4.4) <0.01 (28.9) <0.01 (5.5)

"Heifers were allocated in dyads and received a total mixed ration daily. Behavior of each heifer was recorded on 7 days along the experiment by instantaneous scan
sampling every 10-min for 12 h (total of 73 observations in each day). Hour 0 =total mixed ration supply. Values are presented as the mean for the first 5 h ((no. of
counted postural or behavioral activities/30 observations) x 100) of scan sampling for each day.

2Every time the heifer was recorded ruminating, it was noted if she was doing it standing or lying, therefore this activity was not mutually exclusive with the others.
3Degrees of freedom for treatment and error were: 1 and 66 (social status) and 6 and 66 (day and social status x day).
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standing during the first 5 h was greater than that of DOM
heifers (P=0.05; Table 2). During the last 6 h no differences
were found between social status on the number of times
that heifers were observed eating (Table 3), but there was an
interaction between social status and day (P=0.001): SUB
spent more time eating than DOM heifers on days 21 and
100. Dominant heifers tended to spent more time standing
(P=0.08) during the last 6 h than SUB heifers (Table 3). No
differences were found in the frequencies of ruminating and
lying during the last 6 h according to social status (Table 3).

No differences in DMI were found between DOM and SUB
heifers along the three intervals of DMI determination
(Table 4). Subordinate heifers ate at a faster rate (P=0.02)

25
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1 21 35 60 75 100 120

% rumination

25 | [
2 20 .
=
R 15
10
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Days

Figure 1 Frequency of rumination and lying behaviors during the first
5h of sampling (hO: feed delivery) during 7 days in dominant (n=3§;
black bars) and subordinate (n=8; white bars) pre-pubertal dairy heifers
maintained in dyads during 120 days. A total of 7 days were defined, in
which direct observation scan-sampling every 10min during 12h was
done (total = 73 observations per day). *P<0.05.

Social dominance in pre-pubertal dairy heifers

compared with DOM during interval Il (Table 4). No statis-
tical differences were found for intake rate between heifers
social status during interval | (P=0.17) or Ill (P=0.20)
(Table 4).

Discussion

In this study, SUB heifers ate faster (greater intake rate), and
displayed differences in feeding, lying and standing beha-
viors compared with DOM heifers when maintained under
chronic competitive situations. We did not confirm one of our
hypotheses, as no differences were found in DMI between
DOM and SUB heifers, in agreement with other studies that
evaluated feed intake in group of animals subjected to dif-
ferent levels of competition, either when feed was restricted
(Keys et al, 1978; Longenbach et al, 1999) or offered
ad libitum (Gonzélez et al, 2008b; De Vries and von
Keyserlingk, 2009). In ruminants, intake rate is a good indicator
of social constraints of feeding behavior, and can be mod-
ified under restricted feeding (Nielsen, 1999). Thus, in this
study, the greater intake rate could prevented a reduction in
DMI in SUB heifers, as reported by De Vries (2010) when
competition at the feedbunk in heifers increased. Although
we could not discriminate at which moment there was not
more feed, studies have shown that cows consume 63% to
66% of their daily feed intake during the first 6 h after feed
delivery (Nikkhah, 2011), which agrees with our observations
of heifers’ intake. In this sense, differences in eating time
were found in the periods of lesser competition for feed (last
6 h after feed delivery), but it is possible that during those
last hours of sampling there was no more feed available and
that the heifers were not really eating but rather nosing the
feedbunk. Considering this, it is interesting to speculate that
SUB heifers ate at a faster rate especially during those first
hours after feed delivery, when DOM heifers may have
monopolized the feedbunk and had more feed available.
Thus, under continuous competitive situations, DOM and
SUB heifers altered their feeding behavior in different ways.

In addition, differences in intake rate allow us to speculate
that DOM heifers were more efficient in selecting small

Table 3 Frequency of general activities (%) during the last 6 h after feed delivery in dominant (DOM; n = 8) and subordinate (SUB; n = 8) pre-pubertal

dairy heifers maintained in dyads during 120 days’

P-value (F?
DOM SuB SEM Social status day Social status x day
Activity (%)
Eating 8.5 10.1 2.7 0.55(0.3) <0.01 (42.9) <0.01 (4.3)
Ruminating2 31.9 30.3 1.9 0.13 (2.7) <0.01 (13.6) 0.57 (0.8)
Standing 473 448 23 0.08 (3.0) <0.01 (16.0) 0.17 (1.5)
Lying 42.7 442 4.2 0.65 (0.2) <0.01 (9.3) 0.30(1.2)

"Heifers were allocated in dyads and received a total mixed ration daily. Behavior of each heifer was recorded on seven Days along the experiment by instantaneous scan
sampling every 10-min for 12 h (total of 73 observations in each Day). Hour 0 = total mixed ration supply. Values are presented as the mean for the last 6 h [(No. of
counted postural or behavioral activities/36 observations) x100] of scan sampling for each Day.

2Every time the heifer was recorded ruminating, it was noted if she was doing it standing or lying, therefore this activity was not mutually exclusive with the others.
3Degrees of freedom for treatment and error were: 1 and 66 (social status) and 6 and 66 (day and social status x day).
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Table 4 Dry matter intake (DMI) and Intake rate in dominant (DOM;
n = 8) and subordinate (SUB; n = 8) pre-pubertal dairy heifers maintained
in dyads during 120 days. Heifers received a total mixed ration daily

DOM SUB SEM P-value (F)*

DMI (kg/day)'?

Interval | 6.2 6.2 0.3 0.49 (0.01)

Interval Il 6.6 7.0 0.3 0.16 (1.8)

Interval Il 1.4 1.5 0.3 0.42 (0.06)
Intake rate (kg/min)*>

Interval | 0.029 0.033 0.002 0.17 (2.5)

Interval Il 0.044 0.049 0.003 0.02 (8.2)

Interval Il 0.052 0.067 0.005 0.20 (1.7)

'Individual DMI of each heifer was estimated in three intervals using the double
marker technique (Velasquez et al., 2018).

%Intake rate was determined for each interval as: DMl/total eating time.
3Intervals 1, Il and Il corresponds to days 17-26, 78-87 and 112-120 of the
experiment.

4Degrees of freedom for treatment was 1 and for error: 10, 12 and 14 for DMl in
intervals I, Il and I, respectively, and 5, 6 and 14 for intake rate in intervals I, Il
and IlI, respectively.

particles like ground corn grain from the TMR than SUB
heifers (Greter et al., 2008). Supporting this interpretation,
DOM heifers had greater plasma glucose concentrations than
SUB heifers, which can be a consequence of consuming a
more energetic diet (containing more corn grain) (Fiol et al.,
2017). Finally, a day effect was found on eating time: DOM
and SUB heifers decreased their eating frequency during the
last 6 h from days 1 to 35 compared with days 60 to 120. This
could be related to the fact that heifers became habituated to
the handling conditions: they received the feed only once
per day, so they had to eat quickly.

Behavioral deviations are sensitive indicators of the ani-
mal’s internal state (Friend, 1991). Dominant heifers rumi-
nated more than SUB heifers during the first hours after feed
delivery, which may be explained by: (1) most SUB heifers
started their eating session later than DOM heifers (increased
eating time during the last hours after feed delivery in SUB),
thus ruminating activity began sooner in DOM than in SUB
heifers and (2) DOM coped better with a competitive envir-
onment than SUB heifers. In addition, during those first hours
after feed delivery more SUB than DOM heifers were stand-
ing, while more DOM than SUB heifers were lying. Thus, SUB
heifers probably displayed more time the behaviors that may
be linked to stress than DOM ones. In accordance with these
results, social stress has been shown to be linked to a
decrease in the time spent ruminating (Grant and Albright,
2001) and lying (Fregonesi et al, 2007), and linked to
increased standing time (Wilcox et al,, 2013). According to
Gupta et al. (2008), animals in the standing posture may be
less exposed to threats than when lying, or they may be
exhibiting a greater active response. Thus, SUB heifers were
probably more prepared for further changes — including
threats — than DOM heifers. Moreover, social status appears
to influence the individual's ability to cope with situations
involving social stress (Huzzey et al., 2012; Proudfoot and
Habing, 2015). In this sense, although no differences were
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found in DMI, DOM heifers increased faster their BW and
were more precocious than SUB heifers, which may be also
explained by a greater level of social stress in the latter or by
different coping strategies according to their social status
(Fiol et al., 2017).

Environmental conditions, such as weather, management
and housing facilities, influence ingestive behavior of rumi-
nants (Alves et al., 2017). The duration of time that SUB and
DOM heifers remained standing during the first 5 h increased
while the duration of rumination decreased from days 1-35
to days 60-120 (standing) and 75-120 (ruminating). In this
sense, it has been reported that animals under heat stress
increase time standing (Allen et al., 2015), and decrease time
lying (Zahner et al., 2004) and ruminating in an attempt to
improve heat dissipation (Abeni and Galli, 2017). Thus, it is
possible to speculate that changes in behavior of the heifers
along the study were at least partially explained by the pre-
vailing management and weather conditions.

In this study, we tried to maximize feed competition by
reducing feedbunk space and restricting the amount of feed
provided to let the DOM heifers eat as much as they could and
SUB heifers eat what was left. However, according to Long-
enbach et al. (1999) feedbunk space in this study was not so
small. In addition, 5% restriction of potential DMI assigned to
each pair of animals resulted in a low feed restriction because
heifers of both social status maintained a very sustained and
medium to high average daily gains (Fiol et al, 2017). Pre-
vious studies reported no consistent relationship between
social rank and stress response among different species
(Gonzalez et al, 2008b; Miranda-de la Lama et al, 2013).
Intensity of the competition may influence those controversial
results: in this study the low level of competition imposed
could determine that SUB heifers were the most stressed
animals, probably because they were trying to increase their
social position, while DOM heifers were probably less stressed
due to the low intensive competition (Abbott et al, 2003;
Miranda-de la Lama et al., 2013). However, we cannot discard
other interpretations as different strategies in DOM and SUB
heifers to cope with social status.

In conclusion, SUB heifers increased their intake rate with
no differences in DMI, spent less time ruminating and lying,
and more time standing than DOM heifers during the first
hours after feed delivery. Thus, it is expected that when
heifers are maintained under a low but continuous compe-
titive situation during the pre-pubertal period, feeding
strategy and social behavior differ according to the social
position of each heifer. Further studies are necessary to
determine if differences are maintained in animals reared in
larger groups under commercial conditions.
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