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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue la comparacion, en términos reproductivos y economicos,
de ovejas que recibieron una suplementaciéon focalizada previo al servicio de IATF utilizando
un protocolo de sincronizacion basado en prostaglandinas (PG), con ovejas servidas en estro
espontaneo pre-sincronizado detectado. La hipdtesis de trabajo fue que la suplementacion
focalizada genera una respuesta mayor en TO, prolificidad y fecundidad en ovejas con estro
inducido por PG, que la observada en ovejas en estro espontdneo. Se utilizaron 437 ovejas
multiparas Merino Australiano en estacion reproductiva, mantenidas en condiciones pastoriles
(oferta de forraje de 6 kg de materia seca/100 kg de peso vivo; proteina cruda: 10,8%, energia
metabolica: 2,1 Mcal/kg de materia seca). Las ovejas fueron asignadas a un disefio factorial 2
x 2, tipo de estro: espontaneo (EE) o sincronizado con PG (PG15), con o sin suplementacion
focalizada previo al servicio (+SF; harina de soja desde el Dia -10 a -3; proteina cruda:
51,9%, energia metabolica: 2,8 Mcal/kg de materia seca; consumo promedio 0,9% del peso
vivo/oveja/dia materia seca). Todas las ovejas recibieron IA cervical con semen pool de cinco
carneros Merino Dohne (Dia -2 a -3 en ovejas en ovejas en estro espontaneo; Dia 0= IATF en
ovejas con estro sincronizado con PG), y servicio de repaso con carneros a campo desde el
Dia 11 al 23. La TO, el no retorno al servicio al Dia 23 (NRR23), la concepcion, fertilidad y
fecundidad fueron mayores en ovejas del grupo EE en comparaciéon con el grupo PGI15
(P<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias en prolificidad entre estos grupos
(P>0,05). La suplementacion focalizada incremento la TO, prolificidad y fecundidad, pero no
NRR23, la concepcion o fertilidad en ovejas del grupo EE+SF. La suplementacion ofrecida a
ovejas del grupo PGI15+SF incremento la TO, la prolificidad y fecundidad a niveles
comparables con ovejas del grupo EE+SF (P>0,05). La magnitud de la respuesta en TO fue
mayor en ovejas del grupo PG15+SF que en las del grupo EE+SF (P<0,05). Sin embargo,
NRR23, la concepcion y la fertilidad permanecieron similares en ovejas de los grupos de
PG15 y PG15+SF (P<0,05). El servicio de repaso con carneros igualo la fertilidad final entre
todos los grupos, manteniéndose las diferencias de prolificidad y fecundidad generadas por la
suplementacion dentro de cada tipo de estro (P<0,05), pero igualando la fecundidad entre
tipos de estros (P>0,05). El uso de una suplementacion proteica focalizada en ovejas del
grupo PG15+SF generd costos por cordero a ecografia inferiores a los de ovejas del grupo
EE+SF (17% menos). Se concluye que: a) una suplementacion proteica focalizada previo a un
servicio de IATF en ovejas sincronizadas con PG incremento los indicadores reproductivos
equiparando a ovejas en estro espontaneo, sin aumentar los costos por cordero producido; b)
la fertilidad y fecundidad son mayores cuando se emplean ovejas en estro espontaneo, pero
tiende a equipararse luego de dos servicios; ¢) un manejo reproductivo de servicio de IATF y
seis dias de repaso con carneros (19 dias totales) alcanz6 valores de fertilidad similares a los
de servicios extendidos (38 dias).
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SUMMARY

The objective of this thesis was to compare ewes that either received a focused
supplementation prior to the IATF service using a synchronization protocol based on
prostaglandins (PG), or ewes served after a spontaneous presynchronized detected estrus. The
hypothesis was that the focused supplementation will generate a greater response in ovulation
rate (TO), prolificacy and fecundity in PG oestrus induced ewes compared to that observed in
ewes under spontaneous estrus. A total of 437 Australian Merino multiparous ewes in
breeding season were used, maintained under pastoral conditions (forage allowance of 6 kg
dry matter/100 kg live weight, 10.8% of crude protein and 2.1 Mcal of metabolizable energy
per kg dry matter). The ewes were assigned to a 2 x 2 factorial design, type of estrus:
spontaneous (EE) or induced with PG (PG15), with or without pre-service focused
supplementation (+ SF; soybean meal (crude protein: 51.9%, metabolizable energy: 2.8
Mcal/kg of dry matter, average consumption 0.9% of live weight/sheep/day) from Day -10 to
- 3. All the ewes were cervical Al with a semen pool from five Dohne Merino rams (Day -2 to
-3 in spontaneous estrus ewes; Day 0 = IATF in ewes with PG induced estrus), and direct
mounting in case of a second service (Day 11 to 23). The TO, no return to service at Day 23
(NRR23), conception, fertility and fecundity were higher in sheep of the EE group compared
to the PG15 group (P <0.05). However, no differences in prolificacy between these groups
were observed (P> 0.05). Focused supplementation increased TO, prolificacy and fecundity,
but not NRR23, conception or fertility in ewes of group EE + SF. Supplementation increased
TO, prolificacy and fecundity of PG15 + SF group at comparable levels with ewes from group
EE + SF (P> 0.05). The magnitude of the TO response was higher in PG15 + SF ewes
compared to EE + SF ewes (P <0.05). However, NRR23, conception and fertility remained
similar in ewes of PG15 and PG15 + SF groups (P <0.05). The second service with rams
equalized the final fertility among all the groups, maintaining the differences of prolificacy
and fecundity generated by supplementation within each type of estrus (P <0.05), but
equalizing the fertility between types of estrus (P > 0.05). The use of a protein-based
supplementation in PG15 + SF ewes generated costs per ultrasound fetus-lamb lower than that
of EE + SF ewes (17% less). It is concluded that: a) a focused protein-supplementation prior
to an IATF service in sheep synchronized with PG increased reproductive indicators by
matching sheep in spontaneous estrus, without increasing costs per lamb produced; b)
Fertility and fecundity are greater when ewes are used in spontaneous estrus, but tend to be
equal after two services; c) a reproductive management service of IATF and six days of direct
mounting with rams (19 total days) reached fertility values similar to those of extended
services (38 days).



INTRODUCCION

Los indicadores reproductivos globales de nuestro pais en las ultimas décadas
muestran que cada oveja encarnerada desteta en promedio 0,72 corderos al afio, fruto de parir
entorno al 90% de ellas 1,1 corderos y perder hasta el destete entre un 15 y un 30% de los
mismos (en base a DICOSE). Esto posibilita visualizar los momentos donde el potencial de la
especie permitiria generar grandes impactos: incremento del nimero de corderos nacidos por
incremento de la prolificidad de las ovejas, y mejora de la supervivencia de ellos. La
prolificidad, asociada a la tasa ovulatoria (TO) es el mayor determinante del desempefio
reproductivo de las ovejas, y el componente que ofrece las mayores posibilidades de mejora,
ya que fertilidad y supervivencia no pueden ser superiores a uno (Azzarini, 1992). Con el
principal objetivo de incrementar el procreo de nuestras majadas, y adoptando manejos
tendientes a mejorar la supervivencia de los corderos, es imperioso intentar incrementar el
numero de ovejas melliceras a parir, aunque la supervivencia de los corderos nacidos como
mellizos sea en promedio un 20% inferior a los de parto simple (Azzarini, 2000).

El uso de cruzamientos con biotipos prolificos es una alternativa comprobada en
nuestro pais para aumentar la tasa mellicera y por ende el nimero de corderos nacidos
(Banchero et al. 2006; Bianchi et al. 2013; Ciappesoni et al. 2014). Sin embargo, no parece
una propuesta facil de viabilizar en muchos de nuestros predios debido a los requerimientos
que estos biotipos tienen para expresar su potencial (Banchero et al. 2006), la dificultad de
generar los mismos, y la importancia econdmica relativa de la lana de calidad en estos
sistemas. Descartada esta opcion, y dadas las condiciones extensivas donde se desarrollan la
mayoria de nuestros sistemas ovinos (base pastoril, bajo porcentaje de recursos forrajeros de
calidad, infraestructura limitante, escasez de recursos humanos; DIEA, 2014), seria favorable
para seguir avanzando en la mejora del procreo, seleccionar aquellas medidas tecnoldgicas
con posibilidades de aplicabilidad inmediata.

Se destacan en este sentido estrategias que contemplan los efectos de la
suplementacion de ovinos sobre campo natural y su impacto reproductivo, como ser el
“flushing” tradicional de varias semanas de duracion (con mejora del peso vivo -PV-; Stewart
& Oldham, 1986), o la suplementacion de “corta duracion o focalizada”, en determinados
momentos del ciclo productivo (Martin et al. 2004). Este ultimo efecto es posible de alcanzar
con periodos cortos de alimentacion de buena calidad (4 a 6 dias), si se hace coincidir con un
estatus de desarrollo folicular adecuado previo al servicio (Stewarth & Oldham, 1986; Vifioles
et al. 2005). Por ello, y para que estas estrategias se puedan desarrollar en forma eficiente y
sean econdmicamente viables, los servicios deberian estar lo mas concentrados posible en el
tiempo. La sincronizacién de estros permitiria generar esa fuerte concentracion de eventos,
evitando ademas la pérdida de estatus sanitario que conlleva el prolongado manejo de un
servicio de inseminacion artificial (IA) no sincronizado a estro detectado (Menchaca &
Rubianes, 2004).



ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Desarrollo folicular durante el ciclo estral en la oveja

Desde el punto de vista funcional los foliculos ovaricos pueden ser clasificados en
primordiales, comprometidos a crecer, sensibles a gonadotrofina, dependientes de
gonadotrofina y ovulatorios (Scaramuzzi et al. 1993). Luego que la oveja alcanzé la pubertad,
la transformacion de un foliculo primordial en ovulatorio puede llevar hasta 6 meses (Cahill,
1981). Cuando un foliculo ha entrado en su fase de crecimiento tiene dos alternativas, ovular
o degenerar (atresia). Mas de 99% de los foliculos ovaricos sufren atresia (Hsueh et al. 1994).
Los foliculos sensibles a gonadotrofina se desarrollan respetando un orden jerarquico,
encontrandose estos en diferente estado de desarrollo, los mas avanzados de esos foliculos
emergen en respuesta al incremento de hormona foliculo estimulante (FSH) para formar lo
que se denomina la cohorte de foliculos dependientes de gonadotrofina.

Los foliculos sensibles a gonadotrofina crecen y regresan en un patréon regular
secuencial, las ondas de crecimiento folicular (Scaramuzzi et al. 2011). Se reportan entre dos
y cuatro ondas por ciclo estral en la oveja (Vifoles, 2003; Menchaca & Rubianes, 2004).
Cada onda de crecimiento folicular es precedida por un aumento en la concentracion de FSH
(Souza et al. 1998). El nivel de FSH estimula un grupo de foliculos sensibles a gonadotrofina
para ser transformados en foliculos dependientes de gonadotrofina (Vifioles et al. 1999).
Dichos foliculos creciendo secretan inhibina, la cual promueve una reduccién en la
concentracion de FSH (Souza et al. 1998). La caida en la concentracion de FSH limita el
numero de foliculos que eventualmente ovularan (Baird, 1983). Uno o varios foliculos
desarrollan receptores de hormona luteinizante (LH) en las células de la granulosa y se hacen
independientes de FSH. Este cambio a dependencia de LH provee al foliculo seleccionado
con la capacidad de sobrevivir y continuar creciendo con bajas concentraciones de FSH
(McNeilly et al. 1991). La habilidad del foliculo a responder a la variacion en el soporte de
gonadotrofina es el mecanismo central de seleccion folicular (Campbell et al. 1999). De esta
forma la LH pasa a ser determinante para que, de varios foliculos de una onda de crecimiento,
se seleccione uno (denominado‘“dominante™) con la capacidad de crecer en un ambiente con
bajas concentraciones de FSH (Ginther, 2000). Dicho foliculo dominante sintetiza estradiol,
que a través de la retroalimentacion negativa disminuye el nivel de FSH impidiendo el
reclutamiento de otros foliculos en la misma onda, limitando asi la cuota ovulatoria (Baird,
1983).

La oveja es capaz de desarrollar mas de un foliculo dominante, fendmeno denominado
co-dominancia, lo que permite ovulaciones multiples. Las ovulaciones multiples pueden
ocurrir por el reclutamiento de un mayor numero de foliculos dentro de una misma onda, o
por la ovulacion de foliculos dominantes de dos ondas consecutivas (Scaramuzzi et al. 1993).
La condiciéon corporal (CC) afecta el nimero de ondas que se desarrollan durante el ciclo.
Ovejas de buena CC (>3, escala 1 a 5; Russel et al. 1969) desarrollan un patrén constante de 3
ondas, mientras que ovejas de baja CC desarrollan 2 o 3 ondas (Vinoles et al. 2002). En
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ovejas con un patron de desarrollo folicular de 3 ondas se incrementa la velocidad de
recambio folicular. Dado que ovejas en buena CC alcanzan una TO mas alta que las de baja
CC (Downing & Scaramuzzi, 1991), se plantea la asociacion positiva entre el numero de
ondas foliculares y la TO. Al poseer un nimero variable de ondas de crecimiento folicular
durante el ciclo estral, la emergencia de la onda ovulatoria ocurre también en forma variable
entre los dias 9 y 14 (Dia 0= dia de la ovulacion; Vifoles et al. 2010a). Esto imposibilitaria el
conocimiento de la fase de crecimiento folicular al momento de aplicar tratamientos
nutricionales o de sincronizacion de estros.

Estrategias para incrementar la TO y la prolificidad: alimentacion focalizada

El numero potencial de corderos que nacerdn por oveja esta determinado por la TO,
siendo esta equivalente al nimero de ovocitos ovulados en cada ciclo estral (Banchero &
Quintans, 2005). Es posible medir esta variable a través de la evaluacion ecografica del
numero de cuerpos luteos visibles (Vifioles et al. 2010b). Uno de los factores que tienen mas
impacto en la TO de los ovinos es la nutricién (Lindsay et al. 1993). Es indiscutido que la
nutricion estimula la foliculogénesis en rumiantes. Evidencia disponible sugiere que la
nutricion incrementa el numero de foliculos sensibles a gonadotrofina de pequefio y mediano
tamafio, y reduce la atresia de los grandes foliculos dependientes de gonadotrofina, sin
cambios en la concentracion de FSH circulante, sugiriendo un incremento del nimero de
foliculos ovulatorios a través del incremento del tamafio de la cohorte de foliculos sensibles a
gonadotrofina (Scaramuzzi et al. 2011).

El efecto de la nutricién sobre la foliculogénensis ha sido categorizado de tres formas
dependiendo de si se asocian o no con cambios en el PV y CC de los animales. Dicha
categorizacion incluye los llamados “efecto estatico”, ‘“efecto dinamico” y “efecto
inmediato”. El término “efecto estatico” de la nutricion se refiere a que ovejas con mayor PV,
en buena CC y que la mantienen constante, presentan mayor TO respecto a ovejas en baja CC
(Downing & Scaramuzzi, 1991). Trabajando con animales de biotipo similar, se han
reportado aumentos de 1,1 a 1,7% por cada kg de PV extra al servicio de encarnerada (Kelly
& Croker, 1990; Ganzabal et al. 2003). Con el término efecto estatico nos estamos refiriendo
al PV del animal al momento de la encarnerada. Dada la importancia de este efecto, se ha
demostrada la existencia de un PV critico, siendo este el PV minimo por debajo del cual la
oveja no se reproduce con eficiencia. Ha sido determinado el PV critico para diferentes razas
ovinas, para Corriedale y Romney seria 42 a 43 kg, y para Merino 37 kg. El PV de la oveja no
solo influye sobre la cantidad de ovejas gestantes sino también sobre la carga fetal (Azzarini
& Ponzoni, 1971).

El término “efecto dinamico” se refiere al incremento en la TO debido al incremento
de PV y CC durante cortos periodos (ejemplo tres a cuatro semanas) antes del apareamiento
(Smith & Stewart, 1990). A este efecto también se lo denomina tradicionalmente como
“flushing” nutricional. La respuesta se puede lograr con tan solo 20 dias de buena
alimentacion previo a la encarnerada dependiendo de la calidad de la comida. Se han
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evidenciado incrementos en la TO de 1,17 a 1,74 en ovejas consumiendo diferentes niveles de
oferta forrajera de lotus Maku (Fernandez Abella et al. 2005). Se recomienda en la practica
mejorar la alimentacion durante al menos las dos semanas previas y posteriores al inicio del
servicio, por lo tanto, no se adecuaria a un servicio sincronizado de IA.

Sin embargo, se pueden obtener aumentos significativos en TO sin variaciones de PV
o CC. Este efecto se ha denominado efecto “inmediato del nutriente” o ‘“alimentacion
focalizada”. Se refiere al observado con una suplementacion de tan solo 4 a 6 dias con grano
de lupino (un suplemento alto en energia y proteina), incrementando la TO sin cambios en el
PV o en la CC (Stewart & Oldham, 1986; Downing et al. 1995a; Vinoles, 2003).

Se sabe que el efecto inmediato de la nutricién requiere del uso de suplementos con
buenos aportes de energia y/o proteina, aunque atn hoy no es del todo claro cual de estos
factores nutricionales explica mejor la respuesta alcanzada o si es necesaria la sinergia de
ambos (Scaramuzzi et al. 2010; Dupont et al. 2014). Para ello se han empleado, en ovejas
pastoreando campo natural, concentrados energético-proteicos como lo es el grano de lupino
(Lupinus angustifolius; Oldham & Lindsay, 1984; Stewarth & Oldham, 1986; Teleni et al.
1989; Pearce et al. 1994). Se ha logrado similar efecto sobre la TO de ovejas pastoreando
sobre campo natural cuando les fue suministrado una mezcla de grano de maiz y harina de
soja (relacion 80/20, suplemento con alto nivel de energia; Vinoles et al. 2009). También con
la administracidon oral durante cuatro dias de una solucién glucogénica (70% glicerol y 20%
1,2-propanediol) se ha logrado incrementar 46% la TO (Letelier et al. 2008). El resultado
obtenido en estos estudios se deberia a una rapida disponibilidad de nutrientes energéticos
(Teleni et al. 1989).

Sin embargo, trabajos realizados en ovinos pastoreando campo natural utilizando
suplementos proteicos como expeller de girasol, bloques proteicos comerciales logran
también aumentos significativos en la TO. La mejor respuesta se obtuvo cuando la proteina
ofrecida en el suplemento era mas elevada que el nivel de proteina que las ovejas estaban
consumiendo para mantenimiento de su CC. En estos trabajos, los mejores resultados se
alcanzaron cuando el animal consumi6 alrededor de 100 a 110 gramos de proteina cruda
diarios por encima de la proteina aportada por el campo natural, haciendo énfasis los autores
que la energia de la dieta no debe ser limitante (Banchero et al. 2006).

Los resultados obtenidos mediante la suplementacioén con lupino podrian deberse a la
baja degradacion ruminal de la proteina del grano. En este sentido, se han realizado estudios
utilizando harina de soja sola (concentrado proteico) como suplemento del campo natural o
protegiéndola de la degradacion ruminal mediante el agregado de taninos condensados
(Banchero et al. 2012), obteniéndose incrementos de 15 y 28 % en la TO respectivamente.
Algunos autores sostienen que la limitante para aumentar la TO es el nivel de proteina hasta
que se alcanzan los 125 gr/animal/dia de proteina digestible, y posteriormente la energia
digestible pasa a ser el factor limitante. A un mismo nivel de proteina, existiria un incremento
lineal en la TO a medida que la energia aumenta (Smith, 1985). En este sentido se ha

4



observado una mejor respuesta en crecimiento folicular a la suplementacion focalizada
cuando se utilizan dietas con alta energia (en base a maiz), mas que alta energia y proteina
(maiz y harina de soja), observando mejores niveles de glucosa, colesterol, insulina y estradiol
en las dietas con alta energia (Habibizad et al. 2015).

Ademas de la importancia relativa en la dieta de los carbohidratos de facil
fermentacion (precursores de acido propidnico a nivel ruminal y finalmente de glucosa a nivel
hepatico), y de los aminodcidos que llegan a abomaso (cantidad y calidad), la energia
proveniente de la oxidacion de acidos grasos parece también ser importante (Scaramuzzi et al.
2010). Por otro lado, los aportes de proteina en alimento también pueden ser una fuente
importante de energia para el rumiante ya que, a través de neoglucogénesis, mas de 35% de
los requerimientos de glucosa pueden ser cubiertos a través de aminoacidos contenidos en las
proteinas. Por lo tanto, el aumento en este componente de la dieta resultara en un incremento
también de glucosa (Teleni et al. 1989). La harina de soja, con o sin proteccion con taninos
condensados, o los bloques comerciales preparados en base a ella han sido las opciones mas
efectivas en nuestro medio para alcanzar respuestas en TO y prolificidad por sus elevados
niveles de proteina cruda (40% o mas; Banchero et al. 2006; Vinoles et al. 2009; Banchero et
al. 2012), de alli su segura y practica recomendacion de uso.

Sin embargo, la efectividad de esta suplementacion corta depende del momento del
ciclo estral en que se realiza. Para ser efectivo, el suplemento debe ser administrado previo a
la lutedlisis, momento en el que ocurre la emergencia de la onda ovulatoria, y previo a la fase
folicular del nuevo ciclo estral (Smith & Stewart, 1990; Downing et al. 1995a; Downing et al.
1995b). Algunos investigadores reportan efectos negativos cuando la suplementacion se
realiza los dias muy cercanos a la ovulacion (Smith & Stewart, 1990). Dado que es un
momento critico del ciclo estral donde la alimentacion focalizada incrementa la TO, el estro
de las ovejas deberia estar lo mas sincronizado posible para lograr este objetivo (Gherardi &
Lindsay, 1982).

Mecanismo de accion de la alimentacion focalizada

Al estudiar el efecto estatico de la nutricion sobre el desarrollo folicular en ovejas con
alta CC, se encontrd un incremento en la TO asociada a un aumento de FSH y disminucion de
la concentracion de estradiol durante la fase folicular (Vinoles et al. 2002). La baja
concentracion de estradiol provocaria entonces una menor inhibicion de los niveles de FSH,
permitiendo un mayor crecimiento de los foliculos sensibles a gonadotrofina y de esa forma
llegar a ser seleccionados para ovular (Vifioles et al. 2005). El incremento en la TO estaria
firmemente asociado al efecto estatico de la nutricion (Rhind & McNeilly, 1986; Rhind et al.
1989; Xu et al. 1989).

Sin embargo, a diferencia de efecto estatico, la efectividad del efecto inmediato de la
nutricion en incrementar la TO no es consistente. Cuando se suplementaron las ovejas durante
seis dias (dias 9 a 14 del ciclo) no se registré aumento en la TO (Vinoles et al. 2005), sin
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embargo, con siete dias de suplementacion (dias 8 a 14) en la misma raza y estacion se logrd
aumentar la TO en 14% (Vifioles, 2003). Esta inconsistencia en el efecto nutricional
focalizado sobre la TO sugiere que el incremento en ésta Ultima quizds depende también de
otros factores como el estatus folicular al inicio del tratamiento nutricional. Aunque no se
logro incrementar la TO con una suplementacion corta (dia 9 a 14), si se prolong6 la vida
media de los ultimos foliculos no ovulatorios, lo que disminuyo el nimero de ondas
foliculares en el ciclo. Ese efecto no fue asociado con cambios en la concentracion de FSH,
pero si fue correlacionado con un incremento en la concentracion circulante de glucosa,
insulina y leptina (Vinoles et al. 2005). Se sugiere entonces que el efecto estatico y el efecto
inmediato de la nutricion sobre el desarrollo folicular no estdin mediados por mecanismos
similares ya que, a diferencia del efecto estatico, el efecto inmediato de la nutricion no es
mediado por cambios en el sistema de feedback de FSH y estradiol, pero si a través del
incremento en las concentraciones de glucosa, insulina y leptina (Vifoles, 2002; Viioles et al.
2005).

La cantidad de foliculos disponibles para la accién de la glucosa y hormonas
metabolicas quizas juegue un papel decisivo en la respuesta a la estimulacion e incremento de
la TO. Las ovejas en alta CC tienen un mayor nimero de foliculos dependientes de
gonadotrofinas que aquellas ovejas en baja CC (Rhind & McNeilly, 1986, Rhind et al. 1989,
Xu et al. 1989, Vinoles et al. 2002). Es de esperar entonces que las sefiales metabodlicas
actuando en un pool més grande de foliculos quiza tenga mayor chance de rescatar foliculos
de la atresia lo que incrementaria la TO (Vifoles et al. 2005). Hay estudios afirmando que la
respuesta a la suplementacion focalizada es mejor en ovejas con alta CC comparada a las de
baja CC (Leury et al. 1990). Cuando se suplementaron ovejas en baja CC, aument6 el numero
de foliculos pequetios pero la TO no se vio afectada. Sin embargo, en ovejas con alta CC, la
suplementacion permitid que se seleccionaran mayor cantidad de foliculos en la onda
ovulatoria aumentando asi la TO (Vinoles et al. 2010a).

La concentracion de FSH no es entonces un mediador en el efecto de la
suplementacion focalizada, pero si la concentracion de glucosa, insulina y leptina, las cuales
actuan directamente a nivel ovarico. Este efecto es muy preciso, ya que la concentracion
disminuye al alcanzar un valor pico al tercer dia de suplementacion. El estatus del desarrollo
folicular al momento de la maxima concentracion de glucosa y hormonas metabolicas quiza
sea uno de los factores que determinan que aumente o no la TO en respuesta al tratamiento
nutricional (Vifoles et al. 2005). Un mecanismo alternativo del efecto inmediato de la
nutricion sobre el crecimiento folicular quiza involucra acciones directas en el ovario de los
niveles de glucosa y hormonas metabolicas como insulina, IGF-1 y leptina, debido a que las
proteinas transportadoras de glucosa y receptores especificos para esas hormonas estan
presentes en los foliculos (Williams et al. 2001; Mufioz-Gutiérrez et al. 2004).



Protocolos de inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) en ovinos

La sincronizacion de estros asociados a la IATF en ovinos es una biotecnologia
reproductiva con muchas ventajas (Olivera-Muzante, 2018), aunque aun poco implementada
en nuestro pais (DIEA, 2014; Fernandez Abella & Villegas, 2015). La IATF potencia las
ventajas de la sincronizacion, permitiendo inseminar un alto nimero de hembras por dia, con
carneros de alto valor genético, y sin necesidad de deteccion de estros. Por otra parte, la
concentracion de eventos posibilita un uso mas eficiente de los recursos humanos y materiales
del predio, y de los escasos recursos nutricionales existentes (pre-servicio, preparto y pos-
parto). Ademas, la IATF favoreceria el mantenimiento del estatus sanitario de las ovejas, ya
que en una IA tradicional a estro visto los ovinos estan sometidos a un prolongado manejo en
bretes, realidad de dificil ponderacion (Menchaca y Rubianes, 2004; Olivera & Gil, 2005).
Finalmente, ayudaria a mejorar la eficiencia reproductiva mediante una paricion concentrada
y con posibilidades de un mejor control, obtencién de corderos de edad y peso homogéneo,
etc.

Para la implementacion de IATF se requiere del uso de programas de sincronizacion
de estros que permitan obtener una alta sincronia en la ovulacion, asociados a una tasa de
concepcidn elevada, sin desatender aspectos del bienestar animal y medio ambiental. Los
protocolos de sincronizacioén de estros que pueden ser utilizados en programas de IATF en
ovinos se basan en el uso de progestagenos asociados con gonadotropinas o en el de analogos
sintéticos de prostaglandina F2 alfa.

Protocolos en base al uso de progestagenos y gonadotrofinas

Este método tiene como fundamento simular una fase luteal de duracion normal,
motivo por el cual los tratamientos tradicionales duran 12 a 14 dias (Gordon, 1983). Los
progestagenos naturales o sintéticos (P4) pueden ser usados tanto en anestro como en la
estacion reproductiva (Menchaca & Rubianes, 2004). La forma de aplicacion mas frecuente es
mediante el uso de dispositivos intravaginales asociados con tratamientos con gonadotrofinas
al momento 6 poco antes de retirar los mismos, la mas utilizada es la gonadotrofina coriénica
equina (eCG), cuya dosis varia de 200 y 500 UI, dependiendo de la raza y tamafio. Esto busca
asegurar la sincronia de la ovulacion, lo cual permite la realizacion de una IATF exitosa. La
inseminacion se debe realizar entre 48 a 60 horas luego de retirado el dispositivo liberador de
P4, dependiendo de la via de IA utilizada (cervical o intrauterina), y del tipo de preservacion
seminal utilizada (Cognie et al. 1970; Colas et al. 1973; Colas et al. 1974).

Aunque es el protocolo més aceptado para la sincronizacion de estros e IATF, la
fertilidad obtenida con €l es variable, lo cual ha sido asociado por algunos investigadores con
el envejecimiento de los foliculos ovulatorios debido en algunos casos a la duracion del
tratamiento (Vinoles et al. 2001). También se reporta un efecto negativo de la eCG sobre la
tasa de prefiez, dada su capacidad inmunogénica en cabras y ovejas, lo que ha sido atribuido a
su origen heterdlogo, a su alto peso molecular ¢ a su nivel de glicosilacion (Menchaca &
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Rubianes, 2004). Conjuntamente a su elevado costo, los tratamientos con P4 también
presentan problemas practicos, ya que muchos dispositivos se pierden o requieren ser
acompafiados con antibidticos para evitar adherencias y/o vaginitis (Duran del Campo, 1980;
Vifoles et al. 2006; Fierro et al. 2013). Ademas de las desventajas mencionadas, los
consumidores estan preocupados por el uso de hormonas y antibidticos y sus residuos en
carne y leche en los animales de consumo, y demandan productos mas “limpios, verdes y
éticos” (Martin y Kadokawa, 2006). Algunos paises europeos han limitado el uso de estas
hormonas por su repercusion en salud publica (Martemucci & D’Alessandro, 2011), y en el
bienestar animal (Gonzales-Bulnes et al. 2005).

Protocolos de IATF en base al uso de prostaglandina

La prostaglandina F20 y sus andlogos sintéticos (PG) son poderosos agentes
luteoliticos (McCracken, 1970), por lo tanto, su uso esté restringido a la estacion reproductiva.
Esta hormona es rapidamente metabolizada por el pulmoén y eliminada, no dejando residuos
en el organismo (Piper, 1970; Moller-Holtkamp, 1980; Davis et al. 1980). Por lo tanto, los
protocolos para IATF basados unicamente en PG podrian ser una alternativa a aquellos que
utilizan P4 y eCG (P4-eCQG).

Los protocolos en base a PG mas difundidos consisten en dos inyecciones de PG con
intervalos entre nueve a doce dias e inseminacion entre 20 y 72 horas luego de la segunda
dosis (Hackett et al. 1981; Acritopoulou-Fourcroy et al. 1982). Aunque un porcentaje muy
alto de animales muestran estro luego de la segunda dosis de PG, estos se dispersan en mas de
tres dias. Al aplicar la segunda dosis en la mitad de la fase luteal no es posible determinar cual
de las ondas de crecimiento aportard los foliculos capaces de ovular. En esta etapa existen
foliculos en diferente estado de desarrollo, razon por la cual se dispersan los estros (Houghton
et al. 1995; Vinoles & Rubianes, 1998). Esta dispersion de tres a cuatro dias en la
manifestacion de estros limitaria su uso en protocolos de IATF segun algunos investigadores
(Menchaca & Rubianes, 2004). La baja tasa de prefiez obtenida ha llevado a no recomendar
dichos protocolos para IATF (Gordon, 1983; Evans & Maxwell, 1990; Duran Hontou, 1993).

El avance en el conocimiento de la fisiologia ovarica generado por la utilizacion de la
ultrasonografia en tiempo real en rumiantes permitid crear un nuevo protocolo para IATF en
ovinos que consiste en la aplicacion de dos dosis de PG con intervalo de siete dias de
separacion (Synchrovine®; Menchaca & Rubianes, 2004; Rubianes et al. 2004). Este
protocolo sincroniza muy bien el estro y la ovulacién sin embargo alcanza una menor
fertilidad y fecundidad cuando lo comparamos con protocolos que utilizan P4-eCG (Olivera-
Muzante et al. 2011a; Vifoles et al. 2011), o con estro natural (Fierro et al. 2011). Los
inferiores resultados obtenidos utilizando Synchrovine® se explicarian por los bajos niveles
de progesterona durante el desarrollo del foliculo ovulatorio. Ademas, se veria afectada la tasa
de crecimiento, el tamafio folicular y por lo tanto la TO (Fierro et al. 2011). Diversas
alternativas se han planteado para mejorar el resultado de este protocolo. Por ejemplo, variar
el momento de IATF, el intervalo entre dosis o la dosis de PG (Olivera-Muzante et al. 2011a;
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Olivera-Muzante et al. 2011b), incorporar una dosis de GnRH 24 o 36 horas posterior a la
segunda dosis de PG (Olivera-Muzante et al. 2013), asociar alimentacion focalizada (Fierro et
al. 2014), o incluir una dosis de eCG al momento de la segunda PG (Vilarifo et al. 2017), sin
obtener mejoras significativas del mismo.

En el trabajo de revision de Fierro et al. (2013) se plantea la hipdtesis de que una
mayor separacion entre las dosis de PG podria generar un desarrollo folicular en un ambiente
con mejores niveles de progesterona plasmatica, con mejor calidad de los ovocitos generados,
esperando entonces mejores resultados reproductivos. Existen reportes internacionales previos
que utilizan mas dias de separacion entre las dosis de PG (Boland et al. 1978; Loubser & Van
Niekerk, 1981; Hackett et al. 1981; Acritopoulou-Fourcroy et al. 1982), que parecerian tener
mejores resultados reproductivos que con el protocolo Synchrovine®, e incluso equiparables
al protocolo de P4-eCG en algunas situaciones. Sin embargo, el nimero de animales, las
diferentes razas y condiciones de manejo empleadas no permiten sacar conclusiones validas
de ellos. Estudios recientes a nivel nacional permitieron confirmar que una mayor separacion
entre las dosis de PG (12, 14 6 16 dias vs. 7 6 10) proporcionarian un mejor ambiente
hormonal durante la formacion del foliculo preovulatorio, sumado a una concentracion de
estros importante, incrementando la fertilidad a la IATF (Fierro et al. 2016; Fierro et al.
2017).

Posteriormente se compar6 el uso de PG con separaciones de 12, 13, 14, 15 o 16 dias
(protocolos “medios” o “largos”) con aquellos que utilizan P4-eCG. Las separaciones mas
amplias entre dosis de PG (protocolos “largos™: 14 a 16 dias) superaron a las separaciones
intermedias (protocolos “medios”: 12 y 13 dias), equiparando la fertilidad obtenida a la IATF
con el protocolo tradicional de P4-eCG (Fierro & Olivera-Muzante, 2017). A partir de estos
resultados, los protocolos largos de PG se convierten en una alternativa para la sincronizacion
de estros e IATF via cervical mas practica, menos onerosa, mas “limpia, verde y ética” que las
tradicionales. Aunque en este ultimo reporte se observaron diferencias significativas en la TO
a favor del protocolo de P4-eCG, no las hubo finalmente en prolificidad, siendo de esperar
que existieran dado que normalmente esta variable se incrementa al utilizar eCG. La TO y/o
prolificidad son un tema controversial cuando se utiliza PG para sincronizar el estro ya que
algunos autores reportan una disminucion respecto al estro espontaneo (Fierro et al. 2011),
pero otros no (Letelier et al. 2011).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Segun el Censo General Agropecuario (2011), més del 90% de los productores con
ovinos de nuestro pais maneja al servicio majadas con menos de 550 ovejas de cria (pequeios
y medianos productores), de baja prolificidad (biotipos laneros o doble propdsito como raza
predominante), congregando mas del 60% del stock ovino. Esta escala y caracterizacion
productiva, permitiria y requiere, de la aplicaciéon de manejos reproductivos que tiendan a
mejorar su eficiencia productiva y su simplificacion.

Cada dia es mas frecuente la consulta de técnicos y productores acerca de como
concentrar el periodo de servicios en majadas de este tamafio sin disminuir sus resultados
reproductivos. Sin embargo, la adopcion de este tipo de biotecnologias reproductivas es aun
baja (DIEA, 2014; Fernandez Abella & Villegas, 2015), siendo varios los motivos que llevan
a ello. Se podria mencionar una mayor inversion econdmica, aspectos practicos de
implementacion de los protocolos tradicionales de sincronizacion de estros (en base a P4-
eCG; Fierro et al. 2013), el asumir inferiores resultados respecto al estro espontaneo, o el
temor a tener partos muy concentrados. En este sentido, se han alcanzado recientemente
buenos resultados en IATF utilizando los denominados protocolos “largos” de separacion
entre dosis de PG (de 14 a 16 dias; Fierro et al. 2017), equiparando en fertilidad a los
protocolos tradicionales de sincronizacion (Fierro & Olivera-Muzante, 2017). A partir de
estos resultados, los protocolos largos en base a PG se convierten en una alternativa para la
sincronizacion de estros y servicio con carneros o con IA via cervical, més practica y
econdmica, mas “limpia y verde” que los protocolos tradicionales. Sin embargo, la TO y/o la
prolificidad obtenida son un tema aun controversial cuando se utiliza PG para sincronizar el
estro (Fierro et al. 2011; Letelier et al. 2011). Esto constituye un desafio para tener en cuenta
al querer utilizar servicios sincronizados en ovinos en base a PG buscando no afectar o
aumentar la prolificidad.

La suplementacion focalizada ha demostrado incrementar significativamente la TO y
la prolificidad de ovejas en estro espontaneo por medio de un efecto “inmediato” de la
alimentacion cuando éstas se encuentran en un balance metabolico positivo (Vifioles, 2003;
Scaramuzzi et al. 2010). La mayoria de los trabajos nacionales que han estudiado y validado
la suplementacion focalizada han utilizado protocolos de pre-sincronizacion de los estros,
implementando la misma los dias previos a la aparicion del estro espontaneo posterior al
inducido hormonalmente, y realizando el servicio con un porcentaje elevado de carneros (6 a
8%) o con IA sobre estro detectado (Vifioles et al. 2009; Banchero et al. 2012). Sin embargo,
en este modelo experimental podrian no estar suplementandose todas las ovejas en el
momento mas preciso del ciclo estral y/o del estado de desarrollo folicular, ya que existe una
importante dispersion de los estros espontaneos que se generan (de seis a diez dias utilizando
dos o una dosis de PG respectivamente; Olivera & Gil, 2005). Teniendo en cuenta lo
expresado anteriormente, parece de gran interés estudiar el impacto reproductivo de una
suplementacion focalizada pre-servicio asociada al uso de protocolos largos de PG para
realizar IATF. El resultado podria ser proporcionalmente mejor al observado en ovejas en
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estro espontaneo pre-sincronizado, ya que la suplementacion estaria siendo suministrada en
un momento mas preciso teniendo en cuenta la gran concentracion de estros y ovulaciones
que ellos generan (Fierro et al. 2016).

Esta tesis tuvo como objetivo general la comparacion, en términos reproductivos y
econodmicos, de ovejas que recibieron una suplementacion proteica focalizada previo a un
servicio via cervical utilizando un protocolo de sincronizacidon de estros basado en PG e IATF
o servidas en estro espontaneo pre-sincronizado detectado. Se buscod también validar un
paquete de manejo reproductivo que disminuya los dias totales de servicio, incrementando los
indicadores reproductivos.

La hipotesis de trabajo fue que la suplementacion proteica focalizada previo al servicio
incrementa la TO, prolificidad y fecundidad en ovejas con estro sincronizado en base a PG e
IATF, y que la magnitud de la respuesta es mayor que la observada en ovejas en estro
espontaneo pre-sincronizado, debido a una mejor sincronizacion entre el momento de
suplementacion y el estado de desarrollo folicular. Ello favoreceria ademés una mejor relacion
insumo/producto de esta alternativa de manejo.

Los objetivos especificos fueron:
1) Determinar la respuesta estral, el nimero de ovejas que ovulan, la TO, la tasa de no
retorno al servicio, y la fertilidad, prolificidad y fecundidad a 60 dias pos-servicio en

las alternativas planteadas.

2) Determinar los indicadores reproductivos globales alcanzados con un manejo
reproductivo luego de dos servicios (IA mas servicio de repaso con carneros).

3) Realizar una evaluacion econdmica de las alternativas para una mejor recomendacion
técnica de su uso.
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ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

A los efectos de dar respuesta a los objetivos generales y especificos del proyecto y
desafiar la hipotesis mencionada se realizé un solo experimento in vivo, de caracter aplicado
(evaluacion reproductiva de respuesta) durante la estacion reproductiva (marzo a junio), en el
establecimiento comercial “El Recuerdo” de la familia Errandonea Lopez, ubicado a 5 Km de
la localidad de Tomas Gomensoro, Artigas, Uruguay (30,4° S - 57,4° O). Todos los
procedimientos experimentales empleados fueron aprobados previamente por el Comité
Honorario de Experimentacion Animal de la Facultad de Veterinaria-Universidad de la
Republica, Uruguay (Expediente N° 111400-000079-12).

MATERIALES Y METODOS

Animales y manejo sanitario

Se utilizaron un total de 437 ovejas multiparas de raza Merino Australiano, de 2,5 a
5,5 afios, con una CC de 3,2+0,2 (escala de 1 a 5, Russel et al. 1969) y 40,6+4,9 kg de PV
promedio al inicio del experimento (evaluado con ayuno nocturno; balanza electronica
NQ&F® monitor AD-4406, Japon). Las ovejas fueron destetadas con dos meses de
antelacion, calificadas como clinicamente aptas para la reproduccion, bafiadas en forma
preventiva contra ectoparasitos (Mixan®, Cipermetrina-Ethion; Laboratorio La Buena
Estrella, Canelones, Uruguay), dosificadas contra nematodos gastrointestinales (Tritom®,
Naftalophos al 15%; Laboratorio Cibeles, Montevideo, Uruguay), e inmunizadas contra
enfermedades clostridiales (Clostrisan®, Laboratorio Santa Elena, Montevideo, Uruguay) 20
dias previos al inicio del experimento. Se emplearon para el servicio cinco carneros adultos de
1,5 a 2,5 anos, de raza Merino Dohne, evaluados como clinicamente aptos para la
reproduccion (serologia negativa a Brucella ovis), con igual manejo sanitario que las ovejas, y
acostumbrados al uso de vagina artificial para la extraccion de semen.

Disefio experimental

En funcion de CC y PV al Dia -17 (Dia 0= IATF; ver Fig.1) las ovejas fueron
asignadas aleatoriamente a uno de cuatro grupos en un disefio factorial 2x2 (tipo de estro -
espontaneo o inducido con PG- con o sin suplementacion proteica focalizada):

1) Grupo EE (n=109): ovejas en estro espontaneo e [A.

2) Grupo EE+SF (n=110): idem grupo EE mas suplementacién proteica focalizada pre-
servicio.

3) Grupo PG15 (n=109): ovejas en estro inducido con PG15 e IATF.

4) Grupo PG15+SF (n=109): idem grupo PG15 maés suplementacion proteica focalizada
pre-servicio.
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Protocolos de sincronizacion estral

A los efectos de obtener un gran numero de ovejas en estro espontaneo al mismo
tiempo que las ovejas que se inseminan a tiempo fijo, las ovejas de los grupos EE y EE+SF
fueron pre-sincronizadas con dos inyecciones de PG separadas siete dias (Dia -25 y -18
respectivamente; D-L Cloprostenol, 125 pg por inyeccion, Estrumate®, Shering-Plough,
Alemania). E1 comportamiento estral en estos grupos fue detectado dos veces al dia (desde las
17:00 a las 07:00 h de la siguiente manana y desde las 8:00 a las 15:00 h) durante seis dias (16
a 21 dias posteriores a la segunda PG; = Dias -2 a 3, siendo el Dia 0= dia estimado del pico de
estros) con capones androgenizados (ciclopropionato de testosterona 100 mg/semana/capon x
3 semanas; Testosterona Ultra Fuerte®, Laboratorios Dispert, Montevideo, Uruguay),
pintados con tierra de color en el pecho, a un tasa de cinco capones/100 ovejas. Las ovejas de
los grupos PG15 y PG15+SF fueron sincronizadas con dos inyecciones de PG separadas 15
dias (D-L Cloprostenol, 125 pg por inyeccion, Estrumate®, Shering-Plough, Alemania; Dia
0= IATF). Para considerar el efecto “dia de servicio” en la IATF esta se realizo en dos dias
consecutivos. Para ello, la primera y segunda inyeccioén de PG, y por lo tanto el comienzo y el
final del periodo de suplementacion en el grupo PG15+SF, fueron dadas en dos dias
diferentes, generando subgrupos de 55 y 54 ovejas/dia/grupo respectivamente (Figura I).

Muestreo de Muestreo de
pastura pastura
T T
Grupo PV-CC PV-CC
T T
Retorno al
PG PG 1A Eco-Ov servicio Eco-Abd
EE (n:109) 1 3 4onal T 45088 T

Harina de Soja

2 4 chiessss 30000 T onaan T
EE+SF (n:110) : .
-25 -18 -10 -7 3 2 0 3 5-10 11 - 23 60
Dia
IATF
PG PG
' 1 aa T 20000 T

PG15 (n:109) . ]

Harina de Soja

4 cii— T aann T
PG15+SF (n:109) ¢ ]
Dia A7 <10 -7 3200 7-8 13 - 21 60

Figura I. Disefio experimental del trabajo.

Grupo EE: ovejas en estro espontaneo pre-sincronizado con dos inyecciones de PG separadas
siete dias e IA cervical con semen fresco al momento de la deteccion del estro (16 a 21 dias
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posteriores a la segunda dosis de PG; = Dias -2 a 3, Dia 0= dia estimado de pico de estros).
Grupo EE+SF: Idem grupo EE maés suplementacién proteica focalizada con harina de soja
durante ocho dias (8 a 15 dias posteriores a la segunda PG; = Dias -10 a -3). Grupo PG15:
ovejas en estro inducido con dos inyecciones de PG separadas 15 dias e IA a Tiempo Fijo
(IATF) cervical con semen fresco (Dia 0= IATF). Grupo PG15+SF: idem grupo PG15 mas
suplementacion proteica focalizada con harina de soja durante ocho dias previos al dia de la
segunda inyeccion de PG (Dia -10 a -3). PV: peso vivo evaluado con balanza electronica con
ayuno previo nocturno. CC: condicién corporal. Eco-Ov: ultrasonografia transrectal de
ovarios. Retorno al servicio: evaluado con carneros pintados. Eco-Abd: ultrasonografia
transabdominal al Dia 60 para evaluar respuesta reproductiva al servicio de IA y final (IA més
repaso).

Manejo nutricional. Evaluacion de consumo y composicion

La disponibilidad de pasturas en el potrero a utilizar fue evaluada los Dias -17 y 23 del
experimento segun la técnica descripta por Banchero et al. (2012). Las pasturas y el
suplemento fueron analizadas segtn el porcentaje de materia seca (MS), proteina cruda (PC),
fibra detergente acida (FDA) y fibra detergente neutra (FDN) en el Laboratorio de Nutricion
de INIA “La Estanzuela”, y el contenido de Energia Metabolica (EM) de los alimentos
estimado usando el sistema AOAC (1984).

Las ovejas fueron manejadas siempre pastoreando campo natural en un potrero
reservado con dos meses de antelacion, de 18 ha de superficie, con una asignacion de forraje
de 6 kg de MS/100 kg de PV (disponibilidad inicial de 1300 kg/ha de MS; PC: 10,8%, FDA:
34,7%, FDN: 66,9%, EM: 2,1 Mcal/kg de MS), y agua fresca suministrada ad libitum. Los
grupos de ovejas que fueron suplementados (EE+SF y PG15+SF) fueron separados en una
parcela de 9 ha, dentro del mismo potrero, durante el periodo de alimentacion diferencial. La
suplementacion proteica focalizada fue realizada con harina de soja peleteada (PC: 51,9%,
FDA: 9,1%, FDN: 22,2% EM: 2,8 Mcal/kg de MS). Esta fue ofrecida gradualmente desde el
Dia -10 a -8 (0.4, 0,6 y 0,9% del PV/oveja/dia de MS), logrando la cantidad final de
suplemento durante los Dias -7 a -3 (1,1% del PV/oveja/dia de MS, grupos EE+SF y
PGI15+SF respectivamente. Ver Figura 1); alcanzando un consumo promedio de 0,9% del
PV/oveja/dia de MS durante el periodo total de suplementacion.

La suplementacion fue ofrecida en forma colectiva a las 8:00 am de cada manana, en
comederos de madera lineales ubicados en el potrero, con un frente de acceso de 0,35
m/oveja. Para confirmar el consumo de suplemento las ovejas fueron identificadas con
numeros pintadas en el flanco. Todas las ovejas consumieron cada dia el total del suplemento
ofrecido. El consumo estimado promedio de PC entre los Dias -7 a -3 (no considerando
seleccion en el consumo de pasturas; Montossi et al. 2000) fue de 141 y 295 g/oveja/dia para
grupos no suplementados y suplementados respectivamente. Para calcular consumo de PC se
asumio que las ovejas podian consumir entre el 3,1 y 3,2% de MS como porcentaje de su PV
(NRC, 2007; Banchero et al. 2012). El consumo estimado de PC y EM de las ovejas, fuera del
periodo de suplementacion diferencial, estuvo dentro de los niveles descriptos para
mantenimiento a moderada ganancia segun el NRC (2007).
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Colecta, evaluacion y dilucion del semen. Inseminacion artificial. Servicio de repaso

Cada dia de IA el semen fue obtenido de cinco carneros Merino Dohne por el método
de vagina artificial, segiin lo descripto por Evans & Maxwell (1987). Se colectaron en forma
consecutiva dos eyaculados de cada carnero (con 10 minutos de descanso entre uno y otro),
los cuales fueron evaluados para su aprobacion (> 80% de motilidad progresiva subjetiva), y
unificados (pool) segin su concentracion espermadtica individual, de forma tal que cada
carnero contribuyera al pool de semen con similar nimero de espermatozoides. Luego de esto
el pool de semen fue diluido con leche descremada UHT con inclusiéon de antibidticos
(enrofloxacina 250 mg/L, Baytril® 10%, Bayer, Uruguay), segun la concentracion
espermadtica final convenida, y mantenido a temperatura ambiente protegido de la luz solar
hasta el momento de inseminacion. EI mismo pool de semen fue utilizado para todas las
ovejas a ser inseminadas ese dia.

La TA fue realizada por la via cervical por dos técnicos, en forma aleatoria, utilizando
un vaginoscopio y una pistola de inseminar (Walmur®, Montevideo, Uruguay), segun lo
descripto por Evans & Maxwell (1987). La dosis de inseminaciéon fue de 0,15 cc/oveja
(semen + diluyente), conteniendo una media de 160 x10° espermatozoides, que fueron
depositados en forma lenta lo mas profundo del inicio de la cerviz posible. Las ovejas con
estros inducidos con PG fueron inseminadas a tiempo fijo a 56 + 1.5 horas de la segunda
inyeccion de PG (segin Fierro et al. 2016), al mismo tiempo que las ovejas en estro
espontaneo de ese dia.

A partir del Dia 11 y hasta el 23 se realiz6 el servicio de repaso con carneros Merino
Dohne a campo en un solo potrero (2 carneros/100 ovejas). Estos fueron pintados en el pecho
con tierra de color roja y grasa (2 carneros/100 ovejas) para identificar las ovejas que repetian
estro.

Respuesta estral y ovarica, no retorno al estro y evaluaciones de fertilidad

Se calculd la respuesta estral en los grupos con ovejas en estro espontaneo pre-
sincronizado (ovejas en estro/total de ovejas en servicio x 100), y en todos los grupos el
porcentaje de ovejas que ovulan (ovejas que ovulan/total de ovejas en servicio x 100) y la TO
(numero de cuerpos luteos/oveja que ovula; los Dias 5 a 10 o 7 y 8, grupos de estro
espontaneo o inducido por PG respectivamente), por ecografia ovdrica transrectal utilizando
un transductor de 7.5 MHz (ALOKA SSD-500, Overseas Monitor Corp. Ltd., Tokyo, Japan),
segun la técnica descripta por Vifioles et al. (2010b). El no retorno al servicio al Dia 23
(ovejas que no retornan al servicio/ovejas inseminadas x 100; NRR23) fue evaluado desde el
Dia 11 al 23 con los carneros del servicio de repaso. La concepcion del servicio (ovejas
prenadas/ovejas inseminadas x 100), la fertilidad (ovejas prenadas/total de ovejas en servicio
x 100), la prolificidad (fetos/oveja prefiada), y la fecundidad (fetos/oveja en servicio) fueron
evaluadas al Dia 60 por ecografia uterina transabdominal utilizando un transductor 3.5 MHz
convexo y el mismo monitor, estimandose resultados del primer servicio (IA) y finales (IA
mas repaso con carneros).
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Analisis estadistico

Fue considerado para el andlisis estadistico el efecto “dia de IA” en la respuesta
reproductiva de los diferentes grupos. Las variables categoricas fueron analizadas por
regresion logistica utilizando el procedimiento Genmode de SAS (SAS 9.2V; SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA), considerando una respuesta binaria (0 y 1 para NRR23, concepcién o
fertilidad, o 1 -simple- y 2 -multiple- para TO y prolificidad), considerando el tratamiento
como variable explicativa. El efecto de la suplementacion en la evolucion del PV y CC fue
analizado mediante un ANOVA. Los datos de PV, CC, TO y prolificidad son presentados
como medias = DS. La respuesta estral, el porcentaje de ovejas que ovulan, el NRR23, la
concepcion, la fertilidad y fecundidad se presentan como porcentajes. Se consideran
diferencias significativas si P < 0.05 y tendencia si 0.05 > P <0.1.

Valoracion economica

El andlisis econdémico comparativo se realizd mediante el método de presupuestacion
parcial, definido como el computo anticipado de los ingresos y costos de una actividad o
rubro (Rivera, 2002). El método considerara por un lado las ventajas de la alternativa de
suplementacion focalizada e IATF (ingresos de estas y costos de la IA a estro espontaneo), y
por otro lado las desventajas (costos de la alternativa de suplementacion focalizada e IATF e
ingresos de la [A a estro espontaneo). El criterio de decision es, cuando las ventajas superan a
las desventajas, la o las alternativas evaluadas es o son viables. Es aconsejable que todo
analisis econdmico sea acompaiiado ademas de un item denominado “otras consideraciones”,
a los efectos de complementar la toma de decisiones no basando la misma solo en una suma
aritmética.

El andlisis comparativo se plantea en los hechos para un trabajo de IA cervical sobre
estro espontaneo pre-sincronizado o de IATF con semen fresco, organizado por un profesional
veterinario, sobre 437 ovejas de raza Merino Australiano. Se emplean como supuestos
reproductivos los obtenidos en el este experimento. Los costos considerados incluyen el valor
de alquiler de carneros, honorarios veterinarios, viaticos, sueldo de inseminador y/o
ayudantes, costo ficto de alimentacion del personal, y valor comercial en plaza de PG, harina
de soja y demés insumos, con valores ajustados a diciembre del 2018.
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RESULTADOS

El PV y CC de las ovejas no se modifico a lo largo del experimento (40,6 = 4,9 vs.
41,4 £48; 3,2 +£0,2 vs. 3,2+ 0,2, Dia -17 and 17 respectivamente), permaneciendo similar
dentro y entre grupos (P>0,05).

Respuesta estral, ovarica y reproductiva

La respuesta estral promedio acumulada en las ovejas con estro espontaneo pre-
sincronizado fue del 95%, sin diferencias por efecto de la suplementacion (93 y 98% grupo
EE y EE+SF respectivamente), con un 84% agrupado entre los Dias -1 y 1 (24, 44 y 16%; 16,
17 y 18 dias posteriores a la segunda inyeccion de PG respectivamente). Solo diez ovejas de
estos grupos no fueron detectadas en estro y por lo tanto no fueron inseminadas (4,6% y
4,5%, EE y EE+SF respectivamente); cuatro de ellas no ovularon (1,8 y 1,7%, EE y EE+SF
respectivamente). Todas las ovejas con estro inducido por PG ovularon.

No se observéd un efecto “dia de IA” en la respuesta reproductiva de los diferentes
grupos y/o subgrupos, por tanto, los datos de diferentes dias fueron agrupados. Los resultados
reproductivos obtenidos al servicio de IA y finales (IA mas repaso con carneros) se pueden
observar en la Tabla I y II respectivamente. La TO, el NRR23, la concepcion, fertilidad y
fecundidad al servicio de IA fueron mayores en ovejas del grupo EE que aquellas del grupo
PG15 (P<0.05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en prolificidad entre
estos grupos (P>0,05). La suplementacion proteica focalizada increment6 la TO, prolificidad
y fecundidad (P<0,05), pero no el NRR23, la concepcion o la fertilidad de ovejas del grupo
EE+SF (P>0,05). La TO en ovejas del grupo EE+SF disminuyd en la medida que su estro
ocurri6é mas distante del Dia 0, alcanzando su maximo valor en aquellas ovejas que dejaron de
consumir tres dias antes de presentar estro (1,17, n=6; 1,27, n=26; 1,38, n=45; 1,27, n=22;
1,20, n=5; 1,0, n=4; Dias -2 a 3 respectivamente; P>0,05). La suplementacion proteica
focalizada suministrada a las ovejas del grupo PG15+SF increment6 la TO, prolificidad y
fecundidad a niveles comparables con las ovejas del grupo EE+SF (P>0,05). La magnitud del
incremento en TO de las ovejas del grupo PG15+SF fue mayor que la observada en el grupo
EE+SF (27 vs. 11%; P<0,001). Sin embargo, el NRR23, la concepcion y la fertilidad fueron
similares entre las ovejas de los grupos PG15 y PG15+SF (P>0,05).
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Tabla I. Respuesta reproductiva observada en ovejas multiparas Merino Australiano en estro
espontaneo pre-sincronizado o inducido con PG, con o sin suplementacion con harina de soja
previo al servicio de inseminacion artificial (IA) cervical utilizando semen fresco.

Grupo (n) TO Nl((o}})ZS Con(c;)[;ci()n Fer(t(gj)dad Prolificidad Fecundidad
EE (109) 1,17+040° 81,72 78,82 75,22 1,02+0,16" 0,77 ®
EE+SF (110) 1,30+£0,45* 83,82 82,92 79,12 1,18+0,392 0,94 2
PG15 (109) 1,06 +0,25¢ 6427 61,5" 61,5P 1,01 £0,12P 0,62 ¢
PG15+SF (109) 1,35+0,48°* 65,1° 63,3 P 63,3 " 1,25+0,432 0,79 *

Grupo EE: ovejas en estro espontaneo pre-sincronizado con dos inyecciones de PG separadas
siete dias e IA cervical con semen fresco al momento de la deteccion del estro (16 a 21 dias
posteriores a la segunda dosis de PG; = Dias -2 a 3, Dia 0= dia estimado de pico de estros).
Grupo EE+SF: {dem Grupo EE mas suplementacion proteica focalizada con harina de soja
durante ocho dias (8 a 15 dias posteriores a la segunda PG; = Dias -10 a -3). Grupo PG15:
ovejas en estro inducido con dos inyecciones de PG separadas 15 dias e IATF cervical con
semen fresco (Dia 0= IATF). Grupo PG15+SF: idem Grupo PG5 mas suplementacion
proteica focalizada con harina de soja durante ocho dias previos al dia de la segunda
inyeccion de PG (Dia -10 a -3). TO: tasa ovulatoria evaluada por ultrasonografia via
transrectal los Dias 5 a 10 o 7 y 8 en ovejas en estro espontdneo o inducido con PG
respectivamente (nimero de cuerpos luteos/oveja que ovula). NRR23: tasa de no retorno al
servicio entre los Dias 11 y 23 evaluado mediante la monta de carneros pintados (ovejas que
no retornan al servicio/ovejas inseminadas x 100). Concepcién (ovejas prefiadas/ovejas
inseminadas x 100), fertilidad (ovejas prefiadas/total de ovejas en servicio x 100), prolificidad
(fetos/oveja prefiada) y fecundidad (fetos/oveja en servicio) evaluadas al Dia 60 por ecografia
uterina transabdominal. Valores de TO vy prolificidad son presentados como medias + DS;
NRR23, concepcion y fertilidad son presentados como porcentajes. En la misma columna ? vs.
®: P< 0.05. ° vs. ®: P=0.09.

Respuesta reproductiva final

Se observa que luego de dos servicios (IA mas repaso con carneros) la fertilidad final
alcanzada se igualdé entre los diferentes grupos (P>0,05; Tabla II). Las diferencias de
prolificidad generadas por el uso de la suplementacion proteica focalizada previo al servicio
de TA se mantienen luego de dos servicios dentro de cada tipo de estro (espontaneo e inducido
con PG; P<0,05), aunque sus valores numéricos tienden a acercarse. Los valores de
fecundidad final mantienen diferencias significativas por el uso de la suplementacion proteica
focalizada dentro de cada tipo de estro (P<0,05), pero las diferencias existentes entre tipos de
estros desaparecen (P>0,05).
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Tabla II. Respuesta reproductiva final observada (Inseminacion Artificial -IA- + servicio de
repaso con carneros) en ovejas multiparas Merino Australiano en estro espontaneo pre-
sincronizado o inducido con PG, con o sin suplementaciéon con harina de soja previo al
servicio de IA.

Grupo (n) Fertilidad final (%) Prolificidad final Fecundidad final
EE (109) 89,02 1,03+£0,17" 0,92
EE+SF (110) 92,82 1,17+0,38 2 1,072
PG15 (109) 89,0 2 1,03+£0,17" 0,92°
PG15+SF (109) 90,0 2 1,18+0,392 1,06 2

Grupo EE: ovejas en estro espontaneo pre-sincronizado con dos dosis de PG separadas siete
dias y servicio de IA con deteccion de estro durante seis dias; Grupo EE+SF: Idem grupo EE
mas suplementacion proteica focalizada pre-servicio con harina de soja; Grupo PG15: ovejas
sincronizadas con dos dosis de PG separadas 15 dias e inseminadas a tiempo fijo; Grupo
PG15+SF: idem grupo PG15 maés suplementacion proteica focalizada preservicio con harina
de soja. Fertilidad final (ovejas prefiadas/total de ovejas en servicio x 100), prolificidad final
(fetos/oveja prefiada) y fecundidad final (fetos/oveja en servicio) evaluadas al Dia 60 por
ecografia uterina transabdominal luego de dos servicios (IA + servicio de repaso con carneros
al 3% desde el Dia 11 al 23; Dia 0= IATF). Valores de fertilidad son presentados como
porcentajes; valores de prolificidad son presentados como medias + DS. En la misma columna
avs. °: P<0.05.

Valoracion econémica

La valoracion economica de las alternativas ensayadas al primer servicio se presenta
en la Tabla III. Se observa que, independientemente del uso de suplementacion, las ovejas de
los grupos sobre estro espontaneo pre-sincronizado detectado e IA (EE y EE+SF) involucran
un numero significativamente mayor de dias de trabajo (seis vs. uno), y generan costos totales,
costo por oveja prefiada y costos por cordero a ecografia superiores a los alcanzados por las
ovejas de los grupos sobre estro inducido con PG e IATF (43, 17 y 19% superiores en
promedio respectivamente). Sin embargo, el porcentaje de paricion potencial o fecundidad
(nimero de corderos a nacer en ese primer servicio) fue un 20% mayor en promedio en las
ovejas de los grupos sobre estro espontdneo pre-sincronizado respecto a los de estro inducido
con PG. Se observa también que, independientemente del tipo de estro empleado (espontdneo
o inducido con PG), el uso de una suplementacion proteica focalizada generd, en promedio,
un 25% mas de corderos respecto a no haberla usado, y solo menos de un 1% mas de costo
promedio por cordero a la ecografia (sin considera el valor genético de ese mayor niumero de
corderos en ese primer servicio). El uso de suplementacion proteica focalizada en ovejas con
estro inducido con PG e IATF (grupo PG15+SF) gener6 costos totales, costo por oveja
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prefiada y costos por cordero a ecografia inferiores a los de ovejas sobre estro espontaneo pre-
sincronizado detectado e 1A (38, 11 y 17% menos respectivamente), aunque menor fertilidad
(ovejas gestantes) y fecundidad (corderos potenciales), en ese primer servicio (25 y 18%
menos respectivamente). Como se aprecia en la Tabla II estas diferencias reproductivas en
fertilidad y fecundidad desaparecen luego del servicio de repaso (P>0,05).
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Tabla III. Analisis economico comparativo al primer servicio (IA) de alternativas ensayadas

ALTERNATIVA (Grupo) EE EE+SF  PGI15 PG15+SF
N° de ovejas 437 437 437 437
Dias de trabajo de IA 6 6 1 1
Carneros necesarios 2 2 5 5
Distancia al predio (km) 100 100 100 100
SUPUESTOS REPRODUCTIVOS
Fertilidad (%) 75,2 79,1 61,5 63,3
Prolificidad 1,02 1,18 1,01 1,25
INGRESOS
Corderos (n) 335 408 271 346
- respecto a EE (%) 0 +22 -24 +3
- respecto a PG15 (%) . . 0 +28
COSTOS (U$S)
Sincronizacion 437 437 437 437
Suplementacion * 0 580 0 580
Androgenizacion 45 45 0 0
Tierra de color 18 18 0 0
Alquiler de carneros 1200 1200 500 500
Sueldo de inseminador ** 420 420 100 100
Sueldo de ayudantes *** 210 210 70 70
Honorarios veterinarios **** 280 280 560 560
Viaticos ***** 80 80 160 160
Alimentacion del personal 108 108 36 36
COSTOS TOTALES (U$S) 2798 3378 1863 2443
- respecto a EE (%) 0 +21 -50 -14
- respecto a PG15 (%) . . 0 +31
COSTO/Oveja Preiiada (USS) 8,5 9.8 6,9 8,8
- respecto a EE (%) 0 +15 -23 +4
- respecto a PG15 (%) . . 0 +27
COSTO/Cordero a ecografia (U$S) 8,4 8,3 6,9 7,1
- respecto a EE (%) 0 -1 -22 -18
- respecto a PG15 (%) . . 0 +3
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Grupo EE: ovejas en estro espontaneo pre-sincronizado con dos dosis de PG separadas siete
dias y servicio de IA con deteccion de estro durante seis dias; Grupo EE+SF: Idem grupo EE
mas suplementacion focalizada pre-servicio con harina de soja; Grupo PGI15: ovejas
sincronizadas con dos dosis de PG separadas 15 dias e inseminadas a tiempo fijo; Grupo
PG15+SF: Idem grupo PG15 mas suplementacion focalizada pre-servicio con harina de soja.
*: harina de soja peleteada al 0,9% PV/oveja/dia de MS por 8 dias.

**% y *** para EE y EE+SF: un inseminador y un ayudante; para PG15 y PG15+SF: un
inseminador y dos ayudantes.

*#%%: se considera una o dos jornadas técnicas para EE y EE+SF o PG15 y PG15+SF
respectivamente.

*a%x%: uno o dos viajes al predio para EE y EE+SF o PG15 y PG15+SF respectivamente.

No se consideran costos de mano de obra extra por deteccion de estros ni por suplementacion
diaria.
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DISCUSION

La hipotesis de trabajo de que una suplementacion proteica focalizada ofrecida previo
al servicio de IATF mejora la respuesta reproductiva en ovejas con estro inducido en base a
PG fue aceptada parcialmente. La respuesta reproductiva mejord con la suplementacion, pero
la magnitud global de la misma no fue mayor a la observada en ovejas con estro espontaneo
pre-sincronizado.

La suplementacion proteica focalizada con harina de soja ofrecida previo al servicio de
IA mejoro significativamente la TO, prolificidad y fecundidad de ovejas en estro espontaneo
pre-sincronizado, y tuvo un efecto positivo en ovejas con estro inducido con PG,
incrementando la TO y prolificidad en niveles que superaron a las ovejas de estro espontaneo
sin suplementacién (grupo EE), siendo comparables a los observados en ovejas en estro
espontaneo suplementadas (grupo EE+SF). Este resultado confirma el impacto de la
suplementacion focalizada sobre la TO y la prolificidad en ovejas en estro espontaneo tal cual
fue reportado previamente (Scaramuzzi et al. 1983; Banchero et al. 2012). Sin embargo, en
nuestro conocimiento, este es el primer reporte que asocia una suplementacién proteica
focalizada previo a un servicio de IATF asociado a un protocolo de sincronizacion de estros
en base a PG (protocolo “largo”; PG15), demostrando el impacto de la nutricion cuando es
utilizado este protocolo. Una suplementacion proteica focalizada aplicada durante un
protocolo corto de separacion entre dosis de PG (siete dias; protocolo Synchrovine®) no
mejoro los resultados reproductivos luego de la IATF (Fierro et al. 2014), confirmando que el
intervalo de separacion entre la dosis de PG es importante para mejorar estos resultados
(Fierro et al. 2013).

La magnitud de respuesta en mejora de la TO obtenida con la suplementacion proteica
focalizada sobre el grupo PG15 fue, en términos porcentuales, mayor que la observada en
ovejas del grupo EE. Este resultado confirma que para obtener una respuesta ovulatoria
adecuada es importante realizar la suplementacion entre los Dias -8 a -4 antes del momento
estimado de ovulacion, incrementando asi las concentraciones de glucosa, insulina y leptina
cuando la seleccion de los foliculos ovaricos ovulatorios esta por ocurrir (Smith & Stewart,
1990; Downing et al. 1995a; Downing et al. 1995b; Vifioles et al. 2005). Nuestros resultados
evidencian que la dispersion estral observada en las ovejas del grupo EE (seis dias), parece ser
un factor muy importante afectando la TO ovulatoria alcanzada, al menos en el periodo de
suplementacion empleado en nuestro trabajo. Aquellas ovejas que consumieron suplemento
hasta tres dias antes de presentar estro presentaron la mayor respuesta en TO. En este sentido,
el uso de un modelo denominado “primera onda follicular” (logrado a través de tres
inyecciones de PG cada siete dias), fue utilizado para estudiar en forma mas precisa (dada la
concentracion de ovulaciones alcanzada), el efecto de la nutricion durante la fase de
desarrollo de los foliculos ovaricos, tendiendo a incrementar la TO en ovejas de buena CC
(1,3 vs. 1,7, P=0,07; Vifioles et al. 2010a). Sin embargo, la suplementacion proteica focalizada
implementada en nuestro ensayo no promovidé un incremento significativo en la TO y/o
prolificidad de las ovejas del grupo PG+SF en comparacion con las ovejas del grupo EE+SF
(1,35 vs. 1,30; 1,25 vs. 1,18, TO y prolificidad respectivamente), tal cual se habia hipotetizado
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ocurriria, debido a una mejor sincronizacion entre el momento de suplementacion y el estado
de desarrollo folicular. Una explicacion a esto quizas sea que, si bien existid una dispersion de
los estros de seis dias en el Grupo EE+SF, la gran mayoria de las ovejas mostro estro en tan
solo tres dias (85% del total en servicio), y casi la mitad de ellas el Dia 0 (41% del total en
servicio), recibiendo muchas de ellas el suplemento en el momento mas adecuado. Por otra
parte, efectos negativos reportados del estro inducido con PG sobre el proceso de fertilizacion,
el ambiente uterino, la calidad y la supervivencia de los embriones generados, podrian estar
impidiendo la mejora en prolificidad por suplementacion esperada en este grupo (revisado por
Fierro et al. 2013).

En un principio la TO de las ovejas del grupo EE fue mayor que la del grupo PGI15
(1,17 vs. 1,06 respectivamente). Sin embargo, no se observaron finalmente diferencias en
prolificidad entre estos grupos de ovejas (1,02 vs. 1,01; grupos EE y PG15 respectivamente).
Estudios previos reportan una disminucién de la TO y de la prolificidad en ovejas
sincronizadas con un protocolo corto de separacion entre dosis de PG e IATF (siete dias de
separacion, protocolo Synchrovine®), en comparacion con ovejas en estro espontaneo pre-
sincronizado (Forichi et al. 2004; Fierro et al. 2011). Sin embargo, no se observaron efectos
detrimentales sobre estas variables cuando la dosis de PG fue dada durante la fase lauteal
media (Letelier et al. 2011). Este resultado no pudo ser confirmado posteriormente cuando se
compararon protocolos cortos, medios o largos de separacion entre dosis de PG para realizar
IATF (Fierro et al. 2016; Fierro et al. 2017; Fierro & Olivera-Muzante, 2017), quizas porque
no se incluyd como grupo control de los experimentos ovejas en estro espontaneo. Teniendo
en cuenta el uso potencial en programas de mejora genética de los protocolos de intervalo
largo entre dosis de PG para realizar IATF, més investigacion en este sentido deberia ser
realizada para definir con mas claridad si afecta o no la prolificidad de la raza en cuestion. Por
otro lado, la suplementacion proteica focalizada implementada no tuvo impacto sobre el
NRR23, la tasa de concepcion o de fertilidad en ovejas en estro espontaneo o inducido con
PG. Este resultado sugiere que la suplementacion focalizada previo al servicio podria mejorar
el crecimiento y desarrollo de foliculos sensibles a las gonadotropinas en ovejas en buena CC,
como en nuestro experimento, genética o metabolicamente mas aptas para responder (Juengel
et al. 2013; Monniaux, 2016), pero no mejorar el proceso de fertilizaciéon en si mismo, es
decir el nimero de ovejas gestantes, tal cual ya ha sido reportado (Monget & Martin, 1997).

Por ultimo, resulta interesante analizar la comparacioén reproductiva y economica de
los dos métodos de sincronizacidon de estros e IA cervical utilizados en este estudio: la pre-
sincronizacion de estros espontaneos con deteccion de estos vs. la sincronizacion con
protocolos largos en base a PG asociados a IATF, y su asociacion a una suplementacion
proteica focalizada previo al servicio. Con el mismo costo hormonal de PG (dos inyecciones),
pero mayor costo en aspectos relacionados a salarios, alimentacion de inseminador y
ayudantes, dias de renta de carneros de valor genético, gastos de androgenizacion, tierra de
color, etc., el primer método implica ademéas mucho mas manejo de las ovejas en el corral -
con la consecuente pérdida de estado corporal, horas hombre, y riesgos sanitarios- en
comparacion con el segundo (seis dias de deteccion dos veces al dia de estros e IA vs. un solo
dia de IATF sin deteccion de estros). Todo ello sin perder de vista que el segundo método
involucra en forma rentada al profesional veterinario (ingreso por jornadas técnicas). Del

24



analisis realizado resulta claro que en cualquiera de las alternativas planteadas (con o sin
suplementacion focalizada previa al servicio), los costos totales, por oveja gestante y por
cordero potencial obtenido son siempre significativamente inferiores cuando se plantea la
sincronizacion de estros con PG asociados a IATF. Si bien se partiria con esta alternativa de
IATF de un menor numero de ovejas gestantes y corderos potenciales al primer servicio, estos
valores tienden a equipararse luego del servicio de repaso, mejorando aun mas la relacion
insumo/producto (costos por oveja gestante o cordero a ecografia), y disminuyendo los dias
totales de servicio (19 vs 25 dias, IATF y estro espontaneo pre-sincronizado respectivamente).
Todo ello sin disminuir, en ninguna de las dos situaciones, los valores aceptados como
normales de fertilidad para encarneradas tradicionales de 35 a 40 dias de duracioén (Azzarini,
2000; Bordaberry, Marinho & Garcia Pintos, 2018), e incluso pudiendo mejorar la prolificidad
a través de una suplementacion proteica focalizada eficiente como se plantea en este trabajo.
Si el valor genético de los potenciales corderos obtenidos en el primer servicio es elevado, y
no es posible de recuperar durante el servicio de repaso, la alternativa de eleccion seria la pre-
sincronizacion de los estros espontaneos con deteccion de estos a pesar de la mayor relacion
insumo/producto, labor y manejo de ovejas involucrada. De lo contrario consideramos que, si
las condiciones del predio lo permiten (escala productiva, organizacidon previa, genética
elegida presente y suficiente, etc.), la alternativa de eleccién a plantear por practicidad y
costos seria la sincronizacion de estros con PG asociados a IATF. En ambas alternativas
planteadas, la suplementacion proteica focalizada ofrecida a las ovejas incrementd
significativamente los resultados reproductivos obtenidos, determinado una mejora potencial
del procreo -que se mantendria incluso luego del servicio de repaso-, sin incrementar los
costos por cordero observado a la ecografia. A esta mejora reproductiva habria que sumarle el
potencial valor genético superior de los corderos obtenidos en el primer servicio, aportados
por los carneros seleccionados.
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CONCLUSIONES

1) La suplementacion proteica focalizada aplicada a ovejas multiparas previo a un
servicio de IATF via cervical utilizando un protocolo de sincronizacion largo en base a
PG incrementa la TO, prolificidad y fecundidad de esa alternativa. La respuesta
reproductiva es similar a la obtenida con ovejas en estro espontdneo pre-sincronizado
detectado e IA. Esa respuesta reproductiva diferencial se mantendria luego de dos
servicios.

2) Independientemente del uso de suplementacion, la respuesta reproductiva global de
ese primer servicio es significativamente mayor cuando se emplean ovejas en estro
espontaneo pre-sincronizado. Esas diferencias reproductivas entre métodos de
sincronizacion desaparecen al considerar en forma conjunta la IA mas el servicio de
repaso con carneros.

3) La suplementacion proteica focalizada incrementa el nlimero de corderos obtenidos en
el primer servicio sin aumentar los costos por cordero producido.

4) Con un manejo reproductivo de un dia de servicio de IATF y seis de repaso es posible
alcanzar, en tan solo 19 dias cronoldgicos de servicio, valores de fertilidad similares a
los observados en servicios extendidos en el tiempo de 38 dias de duracion.
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The aim of this study was to evaluate the reproductive impact of a short-term protein supplementation
on a long interval prostaglandin-based protocol (two PG injections 15 d apart; PG15) for timed artificial
insemination in sheep. During the breeding season, 437 multiparous Merino ewes grazing native pas-
tures (forage allowance of 6 kg of dry matter/100 kg of live weight; crude protein: 10.8%, metabolic
energy: 2.1 Mcal/kg of dry matter) were selected. Ewes were allocated, according to body condition score
(32 + 0.2) and body weight (40.6 + 4.9 kg, mean + SD), to a 2 x 2 factorial design: type of estrus
—spontaneous estrus (SE) or induced with PG15 (PG15)—, and supplementation (yes or no) before
insemination (+FF; soybean meal at Days —10 to —3; crude protein: 51.9%, metabolic energy: 2.8 Mcal/kg
of dry matter; average consumption 0.9% live weightfewe/day of dry matter). All ewes were cervically
artificial inseminated (Day —2 to —3 in SE ewes at estrus detection; Day 0 = timed artificial insemination
in PG15 ewes). Ovulation rate on Day 7, non-return to service on Day 23, conception, fertility, prolificacy
and fecundity on Day 60 were evaluated. Ovulation rate (1.17 + 0.40 vs. 1.06 + 0.25), non-return to service
at Day 23 (81.7 vs. 64.2%), conception (78.8 vs. 61.5%), fertility (75.2 vs. 61.5%) and fecundity (0.77 vs.
0.62) were higher in ewes from SE than PG15 group (P < 0.05). However, no differences were observed in
prolificacy (1.02 + 0.16 vs. 1.01 + 0,12) between groups (P > 0.05). Protein supplementation increased
ovulation rate (1.30 + 0.45 vs. 1.17 + 0.40), prolificacy (1.18 + 0.39 vs. 1.02 + 0.16) and fecundity (0.94 vs.
0.77%; P < 0.05), but not non-return to service on Day 23 (83.8 vs. 81.7%), conception (82.9 vs. 78.8%) or
fertility (79.1 vs. 75.2%; P > 0.05) in SE group. The supplement feed to PG15 ewes increased ovulation rate
(135 + 0.45 vs. 1.06 + 0.25), prolificacy (1.25 + 0.43 vs. 1.01 + 0.12) and fecundity (0.79 vs. 0.62%;
P < 0.05) to levels comparable to SE + FF ewes (P > 0.05). The magnitude of the increase in ovulation rate
in PG15 was greater than in the SE group (27 vs. 11%; P < 0.05). However, non-return to service on Day 23
(65.1 vs. 64.2%), conception (63.3 vs 61.5%), and fertility rate (63.3 vs. 61.5%; P < 0.05) remained similar in
PG15 supplemented or not supplemented ewes. In conclusion, a short-term protein supplementation
before cervical time artificial insemination improved the reproductive performance of ewes synchro-
nized with the PG15 protocol to levels comparable to the SE group.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

* Corresponding author.

1. Introduction

Timed artificial insemination (TAl) represents a practical tool in
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genetic programs that allows to concentrate the service period and
eliminates the need for estrus detection and consequently, a more
efficient use of superior males, nutritional resources and labour [1].
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However, it involves hormonal treatments to ensure synchronized
ovulation and acceptable pregnancy rates. Nowadays, the applica-
tion of these biotechnologies under commercial farming conditions
requires easy implementation procedures, acceptable reproductive
outcomes and low environmental impact [2]. These premises
partially exclude the use of conventional TAI protocols involving
intravaginal devices impregnated with progestagens plus an im
injection of equine chorionic gonadotrophin at its withdrawal (P4-
eCG, [3-6]). In this sense, and due to its rapid rate of metabolization
[7.8], easiness of application and low cost, prostaglandin represents
a more desirable option than P4-eCG based protocol for the
reproductive management in sheep [4,9].

Prostaglandin F2a and its synthetic analogues (PG) are potent
luteolytic agents in ruminants previously proposed for TAI [revised
by 10]. However, low reproductive outcomes when conventional
PG based protocols are used (9—12d apart between injections)
have discouraged their application [1,11,12]. Extending the interval
between PG injections prolonged the time that pre-ovulatory fol-
licles were exposed to luteal progesterone levels, thus two PG in-
jections administered 14—16 d apart (“long interval”) enhanced the
reproductive outcome after TAI [13,14], to pregnancy rates com-
parable to P4-eCG based protocols [ 15]. Nevertheless, the ovulation
rate (OR), prolificacy and fecundity using long interval PG for TAI
may be lower than that obtained after P4-eCG based protocols or
spontaneous estrus [16], a factor to be considered in genetic
improvement programs. Clean alternatives such as nutrition may
be an option to improve the OR associated to long interval PG-based
protocols for TAl in sheep.

Short-term nutritional treatments (“focus feeding”) improve OR
in ewes [17-20], due to an increase in the nutrient flux that acts
directly at the ovary to stimulate growth and development of
gonadotropin sensitive follicles [21-25]. Acute nutritional treat-
ments induce dynamic changes in the metabolic homeostatic sys-
tems, and over the first 3 d of supplementation, the concentrations
of glucose, insulin and leptin increase to peak values and decrease
thereafter [26,27]. To obtain an adequate reproductive response it is
important to offer the supplement at a specific time of the estrous
cycle, particularly from Day —8 to —4 before ovulation, when the
selection of the ovulatory follicles occurs [18—20]. Low or detri-
mental responses are observed when focus feeding is applied close
to the time of ovulation [17,18]. The use of lupin grain [28], a
combination of corn grain and soybean meal [29], or soybean meal
with or without condensed tannins [30], administered a week
before spontaneous estrus, stimulates an increase of 15—30% in OR
and prolificacy in sheep. In these reports, the application of focus
feeding was associated to the pre-synchronization of spontaneous
estrus with intravaginal progesterone sponges or with two PG in-
jections (9—11 d apart). However, due to the great estrus dispersion
of these pre-synchronization treatments (around a week), not all
ewes receive the feed at the most effective time [31}. One important
uncontrolled variable in most experiments is the timing of sup-
plement administration associated to the stage of follicle growth
[27]. Moreover, protein supplementation during a short interval PG
TAl protocol (7d apart Synchrovine®, [32]) did not improve the
reproductive outcome in sheep [33], probably due to the negative
effects of short interval protocols on follicular development and
hormonal profiles [13,16]. Despite the lower estrous synchrony of
long interval PG protocols [13], their higher fertility after TAI
compared to short interval PG protocols [14], could make them a
better option to apply focus feeding and improve OR and
prolificacy.

The aim of this experiment was to evaluate the reproductive
impact of a short-term protein supplementation before insemina-
tion on a long interval PG-based protocol (two PG injections 15d
apart; PG15) for TAI in sheep. We hypothesize that this type of

supplementation improves OR, prolificacy and fecundity of the long
interval PG-based protocol, and that the magnitude of the response
is higher than that observed in ewes in spontaneous estrus due to
the better synchronization between the moment of the supple-
mentation and the status of follicle development.

2. Materials and methods

The experiment was carried out during the breeding season
(April to June) in a commercial farm (“El Recuerdo”; Artigas-
Uruguay, 30° S - 57° W), The experimental procedures were
approved by the Animal Ethics Committee of the Faculty of
Veterinary-Universidad de la Repiblica (Exp: 111400-000079-12).

2.1. Animals

Multiparous Merino ewes (2.5-5.5y old, and at least one
parturition; n = 437), accustomed to consuming supplements, with
a good body condition score (3.2 + 0.2, mean + SD; scale 0to 5, [34])
and weighing 406 +4.9kg (fasted overnight; NQ&F AD-4406
monitor, Japan) were selected at the beginning of the experiment.

2.2. Experimental design

According to body condition score and body weight on Day —17
(Day 0: Al or TAI), ewes were assigned randomly to one of the four
groups in a 2 x 2 factorial design: type of estrus -spontaneous or
induced with PG-, with or without supplementation. 1) Ewes in
spontaneous estrus (SE) that were cervical artificially inseminated
(Al) at estrus detection: Group SE (n = 109); 2) ewes in SE plus focus
feeding (+FF) with soybean meal for 8 days (Days —10 to —3; Day 0:
estimated date of peak of spontaneous estrus and Al; = Days 6—13
of induced previous estrous cycle): Group SE + FF (n = 110); 3)
ewes in induced estrus with two PG injections 15 d apart (PG15)
and cervical imed Al (TAl: Day 0): Group PG15 (n = 109); 4) ewes
synchronized by PG15 plus FF with soybean meal for 8 days before
the day of the second PG injection (Days —10 to —3 of the expected
estrus): Group PG15 + FF (n = 109). A schematic representation of
the experimental design is shown in Fig. 1.

2.3. Estrus synchronization protocols

Ewes of SE groups (SE and SE + FF) were pre-synchronized with
two PG injections given 7 d apart on Day —24 and —17 respectively
(D-L Cloprostenol im, 125 pg per injection, Estrumate®, Schering-
Plough, Germany) to obtain a high number of ewes in sponta-
neous estrus in a short period of time, and then Al these, Estrous
behavior was detected twice a day (from 17:00 to 07:00 the
following morning and from 8:00 to 15:00 h) during 6 d (Days —2 to
3; Day 0: estimated date of peak of estrus and Al; = Day 14—19 of
the induced previous estrous cycle), with androgenized painted
wethers (testosterone cyclopropionate 100 mg/week/wether 3x;
Testosterona Ultra Fuerte®, Laboratorios Dispert, Montevideo,
Uruguay) at a rate of 5 wethers/100 ewes. Ewes of PG15 groups
were synchronized with two PG injections 15 d apart. To perform
the TAI in two d, the first and the second PG injections, thus the
beginning and end of the supplementation period (PG15 + FF
group) were staged over two consecutive d, giving sub-groups of 55
and 54 ewes[d/group respectively (Fig. 1).

2.4. Nutrition management. Feed intake and composition
Pasture availability of experimental parcels were sampled at

Day —17 and 23 as described by Banchero et al. [30]. Pasture and
supplements were analyzed for percentage of crude protein (CP),
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Fig 1. Experimental design. Group SE: ewes in spontaneous estrus pre-synchronized with two doses of PG and cervical artificial inseminated (Al) with fresh pooled semen at estrus
detection (Days -2 to 3, Day 0: estimated date of peak of spontaneous estrus and Al; ~ Days 14~19 of induced previous estrous cycle). Group SE -+ FF: ewes in SE plus focus feeding
with soybean meal for 8 d (Days —10 to —3: = Days 613 of induced previous estrous cycle). Group PG15; ewes in induced estrus with two PG injections 15 d apart and cervical TAI
(artificial insemination at fixed time; Day 0) with fresh pooled semen. Group PG15 + FF: ewes synchronized by PG15 plus focus feeding with soybean meal during 8 d before the day
of the second PG injection (Days ~10 to -3 of the expected estrus). Weight: evaluated with an electronic scale on Day —17 and 17 with ewes fasted overnight. BC: body condition
score. Pasture sampling: to evaluate pasture availability. Ov-US: ovarian trans-rectal ultrasonography to evaluate ovulation rate. Return to service: assessed by painted rams. Abd-
US: trans-abdominal ultrasonography on Day 60 to evaluate conception, fertility and prolificacy.

acid detergent fiber (ADF), neutral detergent fiber (NDF) at the
Laboratory of Nutrition of INIA “La Estanzuela”, and the content of
ME was estimated using the AOAC system [35].

Ewes were maintained under field conditions grazing natural
pastures in a paddock of 18 ha with a forage allowance of 6 kg of dry
matter/100 kg of live weight (initial availability of 1300 kg/ha of dry
matter; CP: 10.8%, ADF: 34.7%, NDF 66.9%, ME: 2.1 Mcal/kg of dry
matter), and fresh water available ad libitum. Supplemented ewes
were separated in a similar parcel of the same paddock during the
period of differential feeding. Supplementation was done with
pelleted soybean meal (CP: 51.9%, ADF: 91%, NDF: 22.2% ME:
2.8 Mcal/kg of dry matter). It was offered gradually from Day 6—8 or
-10 to -8 (0.4, 0.6 and 0.9% live weight/ewe/d of dry matter in SO
and PG15 group; respectively), reaching the complete amount of
supplement on Day 9—13 or-7 to -3 (1.1% live weight/ewe/d of dry
matter in SO and PG15 group; respectively}; resulting in an average
of 0.9% live weight/ewe/day of dry matter for the complete sup-
plementation period. The supplement was given collectively at
8:00 a.m, in a linear feeding trough placed in the paddock, with a
feeding front of 0.35 m/ewe. To evaluate supplement consumption,
supplemented ewes were identified with a number painted on
their flank. All supplemented ewes consumed every day and all
supplement was consumed. The estimated average intakes of CP
{(neglecting pasture selection) between Days 9—13 or -7 to —3 were
141 and 295 gf/ewe/d for non-supplemented and supplemented
groups in SE and PG15 group; respectively. To calculate CP intake,
we assumed that the ewes would eat 3.1—3.2% of dry matter as
percentage of their body weight [30,36]. The estimated CP and ME
consumed by the ewes of all groups out of supplementation period
were within the levels described for maintenance—moderate gain
by the NRC [36].

2.5, Semen collection, evaluation and dilution

Every Al d semen was collected from 5 Merino Dohne adult rams
(checked for normal breeding soundness) using an artificial vagina
and assessed as described by Evans and Maxwell [12]. Two
consecutive ejaculates from each ram were collected, evaluated for
approval (>80% subjective progressive motility) and pooled ac-
cording to the individual sperm concentration, so that each ram
contributed with similar number of spermatczoa to the poel. Soon
after pooling, semen was extended with UHT skim milk with
antibiotic (enrofloxacin 250 mg/L, Baytril® 10%, Bayer, Uruguay) to
the final sperm concentration. Extended semen was maintained at
room temperature and protected from sunlight until Al In each day
of Al, the same semen pool was used for ewes of all groups.

2.6. Al procedures

Cervical insemination was randomly performed using a specu-
lum equipped with a light source and an insemination gun (Wal-
mur® Veterinary Instruments, Montevideo, Uruguay) by two teams
of technicians, as described by Evans and Maxwell [12]. The
insemination dose was 0.15 cc, containing a means of 160 x 10°
spermatozoa that were slowly released as deep as possible into the
cervix. Ewes of PG15 groups were inseminated at a fixed time
(56 + 1.5 h after second PG injection, [ 13]), at the same time of ewes
of SE groups of these d.

2.7. Estrus and ovarian response, non-return and fertility
measurements

Estrus response in SE groups (ewes in estrus/total ewes in ser-
vice X 100) was calculated. Ovulated ewes (ewes that ovulated/total
ewes in service X 100), and OR (number of CL/ovulated ewe) were
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evaluated on Day 5-10 or Day 7—8 in SE or PG15 groups respec-
tively, by transrectal ultrasonography (7.5 MHz linear array, ALOKA
SSD-500, Overseas Monitor Corp. Ltd., Tokyo, Japan) as described by
Vinoles et al. [37]. Non-return rate to service on Day 23 (ewes no
returning to service/inseminated ewes x 100; NRR23) was assessed
from Day 11—23 by painted Merino Dohne rams (3 rams/100 ewes).
Conception (pregnant/inseminated ewes x 100), fertility (pregnant/
total ewes in service x 100), prolificacy {fetuses/pregnant ewe), and
fecundity (fetuses/ewe in service) were evaluated on Day 60 by
transabdominal ultrasonography using a 3.5MHz convex array
transducer and the same ultrasound.

2.8. Statistical analyses

The effect of “Day of Al” on the reproductive outcome of the sub-
groups of ewes was considered. Categorical data was analyzed by
logistic regression using the Genmode procedure in SAS (SAS 9.2V,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), considering a binary response (0
and 1 for NRRZ3, conception or pregnancy rate, or 1 -single- and 2
-multiple- for OR and prolificacy), and the treatment as the
explanatory variable; ANOVA was used to analyze the effect of
supplementation on live weight and body condition. Data of live
weight, body condition, OR and prolificacy is presented as
means + SD, while data of estrous response, ovulated ewes, NRR23,
conception and fertility is presented as percentage. Differences
were considered significant if P < 0.05 and trends if 0.05> P < 0.1.

3. Results

Ten ewes from SE groups (4.6 and 4.5%, SE and SE + FF;
respectively) were not detected in estrus therefore not insemi-
nated; four of them (1.8 and 1.7%, SE and SE -+ FF respectively) did
not ovulate. All the ewes from the PG15 groups ovulated. The live
weight and body condition score of ewes did not change
throughout the experiment (40.6 + 4.9 vs. 414 + 4.8; 3.2 + 0.2 vs.
3.2 + 0.2, Day —17 and 17 respectively), remaining similar within
and between groups (P > 0.05). A “Day of AI" effect was not
observed in the reproductive outcome of each sub-group of ewes,
therefore the data of the different days was pooled for each group.

Ovulation rate, NRR23, conception, fertility and fecundity were
higher in ewes from SE than PG15 group (P < 0.05). However, no
significant differences were observed in prolificacy between these
groups (P> 0.05; Table 1). Protein supplementation increased OR,
prolificacy and fecundity (P < 0.05), but not NRR23, conception or
fertility in SE group (P > 0.05). Ovulation rate in ewes of the SE -+ FF
group decreased as we moved away from Day 0 (117, n = 6; 1.27,
n=26;138,n=45;127,n=22;120,n=5;10,n=4;Day-2to 3

Table 1

respectively; P > 0.05). The supplement feed to PG15 ewes
increased OR, prolificacy and fecundity to levels comparable to that
of SE + FF ewes (P > 0.05). The magnitude of the increase in OR in
PG15 was greater than in the SE group (27 vs. 11%; P < 0.001).
However, NRR23, conception, and fertility rate remained similar
between PG15 and PG15 + FF ewes (P > 0.05).

4. Discussion

The hypothesis that a short-term protein supplementation
before Al improves the reproductive performance of a long interval
PG-based protocol for TAl (PG15) was partially accepted. The
reproductive performance of ewes in the PG 15 group was
improved, but the magnitude of the global response was not
greater than that observed in the ewes of the SE group.

Short-term protein supplementation with soybean meal offered
before Al significantly improved OR, prolificacy and fecundity of
ewes in SE group, and had a positive effect on ewes of the PG15
group, such that increased OR and prolificacy to levels that over-
come the SE group and were comparable to the SE + FF group. This
result confirms the reported impact of focus feeding on OR and
prolificacy in spontaneous estrus ewes [28—30]. Nevertheless, to
our knowledge, this is the first report that associates a short-term
protein supplementation before Al with a PG-based protocol for
TAI and shows the impact of nutrition when applying the PG15
protocol. Short-term protein supplementation during a short in-
terval PG protocol {(7d apart} did not improve the reproductive
outcome in sheep after TAI [33], confirming that the length of the
interval between PG injections is important to improve this per-
formance [10].

The magnitude of the response in OR obtained with focus
feeding in the PG15 group was greater than that observed in ewes
from the SE group. This result confirms that to obtain an adequate
ovulatory response it is important to offer the supplement from
Day -8 to —4 before ovulation, increasing the concentrations of
glucose, insulin and leptin when the selection of the ovulatory
follicles occurs [18—20,27]. Our results show that the estrus
dispersion observed in ewes from the SE group (6 d), appears to be
an important factor affecting the OR achieved, at least associated to
an 8-d supplementation period. In this sense, the use of a ‘first-
wave' model (3PG injections 7d apart) to study the effect of
nutrition during the growing phase of the follicles, tended to in-
crease OR in ewes with high body condition (1.3 vs. 1.7, P=0.07;
[31]). However, focus feeding did not promote a significant increase
in prolificacy or fecundity of ewes in the PG15 group in comparison
with ewes of the SE group. Negative effects of the induction of the
estrus with PG on the fertilization process, uterine environment,

Reproductive performance in multiparous Merino ewes in spontaneous or prostaglandin induced estrus, with or without supplementation with soybean mea! before cervical

artificial insemination (Al) with fresh poaoled semen.

Group (n) OR NRR23 (%) Conception (%) Fertility (%) Prolificacy Fecundity
SE (109) 1.17 £ 0.40° 81.7¢ 78.8 75.2* 1.02+0.16* 0.77*

SE + FF (110) 130+ 045" 83.8* 829 79.1% 1.18 +0.39° 0.94®
PG15 (109) 1.06 +0.25¢ 64.2° 615" 61.5° 1.0110,12* 0.62¢
PG15 + FF (109) 135+ 048" 65.1° 633" 63.3% 1.25£0.43" 0.79%

Group SE: ewes in pre-synchronized spontancous estrus and cervical Al with fresh pooled semen at estrus detection (Days -2 to 3, Day 0: estimated date of peak of
spontaneous estrus and Al; = Days 14—19 of induced previous estrous cycle). Group SE + FF: ewes in SE plus focus feeding with soybean meal during 8 d (Days —10to —3: =
Days 6—13 of induced previous estrous cycle). Group PG15: ewes in induced estrus with two PG injections 15 d apart and cervical time insemination with fresh pooled semen.
Group PG15 + FF: ewes synchronized by PG15 plus focus feeding with soybean meal during 8 d before the day of the second PG injection (Days - 10 to -3 of the expected
estrus). OR: ovulation rate measurement by trans-rectal ultrasonography on Day 5—10 or 7—8 in spontaneous estrus or PG15 groups; respectively (number of CL{ovulated
ewe). NRR23: non-return rate to service between Day 11 and 23 assessed by painted rams (ewes no returning to service/inseminated ewes X 100). Conception (pregnant/
inseminated ewes x 100), fertility (pregnant/total ewes in service x 100), prolificacy (fetuses/pregnant ewe), and fecundity (fetuses/ewe in service) evaluated on Day 60 by
trans-abdominal ultrasonography. Data of OR and prolificacy are presented as means + 5D; NRR23, conception and fertility are presented as percentage. In the same column

3vs. B P < 0.05. Pvs. %°: P 0.09.



38 N. Errand et al. / Theri

embrye quality and its survival, could have impeded the
improvement in prolificacy that is frequently achieved with focus
feeding [revised by Ref. [10]].

Initially, OR in ewes from the SE group was higher than in those
from the PG15 group. However, no differences in prolificacy were
finally observed between these groups. Previous studies reported a
decrease in OR and prolificacy in ewes synchronized with a short
interval PG TAI protocol in comparison with ewes in spontaneous
estrus [16,38], but no detrimental effect was observed when PG was
given during the mid-luteal phase [39]. This observation could not
be confirmed later when comparing short, mid or long interval PG
TAl protocols [13—15], probably because ewes in spontaneous
estrus were not used as the control group. Considering the poten-
tial use of long interval PG TAI protocols in genetic improvement
programs, more research is necessary to elucidate this practical
aspect. On the other hand, a short-term protein supplementation
had no impact on NRR23, conception, or fertility rate of sponta-
neous or PG induced estrus ewes. This result suggests that focus
feeding before service would improve growth and development of
the gonadotropin sensitive follicles only in ewes in good body
condition -like our experiment-, genetically or metabolically more
suitable to respond [40,41], but not the fertilization process itseif as
it has been reported before [42].

Finally, it is interesting to compare the two-estrus synchroni-
zation and Al methods used in this study: pre-synchronization with
detection of spontaneous estrus and Al or PG15 associated with TAL
With the same hormonal cost, the first would have more handling
of ewes and labour, and sanitary risk than the second one (6d of
estrus detection and Al vs. only one TAI d without estrus detection).
Considering the reproductive outcomes of our experiment, and the
extra cost associated to several days of Al (assistant and insemi-
nator salaries, rent of rams, travel and food expenses, etc.), the total
cost (47%), the cost per pregnant ewe (20%), and the cost per lamb
(22%) would be lower (on average for the situations without or with
focus feeding) for PG15 and TAI than for ewes in spontaneous estrus
[for assumptions see ref. [43]]. Nevertheless, the number of lambs
weaned (17%), and the financial gain associated to their sale (10%)
would be on average lower for the PG15 group than the SE group. To
apply a reproductive system management in commercial flocks all
these factors should be considered.

5. Conclusion

A short-term protein supplementation before cervical TAI with
fresh semen improved OR, prolificacy and fecundity of the PG15
protocol as effectively as it occurred in ewes in spontaneous estrus.
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