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RESUMEN

En ovinos, el primer vinculo social y el mas fuerte que se establece luego del parto es
el vinculo entre la madre y su/s cordero/s, y en caso de partos multiples, el vinculo
entre hermanos es el segundo més intenso. El destete abrupto es la separacion del
cordero de su madre, implicando la ruptura del vinculo de la diada. En el caso de
corderos mellizos, normalmente los hermanos son mantenidos en el mismo grupo
social. La separacion de la madre al destete impone cambios sociales en el grupo de
animales, ya que el mismo pasa a estar conformado solo por corderos,
desencadenando cambios comportamentales en los animales. El objetivo general de
esta tesis fue determinar si la intensidad del vinculo entre corderos mellizos se
modifica luego de la separacion definitiva de la madre durante el destete artificial. Los
objetivos especificos de esta tesis fueron: (1) determinar si la relacion entre la
distancia que mantienen los corderos mellizos entre si y la distancia que mantienen
de otros corderos de la majada se modifica luego de la separacién definitiva de la
madre durante el destete artificial; y (2) determinar los cambios comportamentales al
destete. El estudio se realiz6 en la Estacion Experimental Las Brujas del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA). Se utilizaron 20 ovejas multiparas y
sus respectivos corderos mellizos (11 ovejas Milchschafy sus corderos y 9 ovejas
Finish Landrace y sus corderos). A los 90 dias de edad se llevé a cabo el destete
artificial, separando las ovejas de sus corderos en potreros diferentes, impidiendo el
contacto visual, auditivo y olfatorio con su madre. Se tomaron fotografias aéreas del
grupo con un drone (DJI Mavic Air 2, Guangdong, China), desde 3 dias antes (desde
los 94 a los 96 dias de edad) hasta 1 dia después del destete artificial [a los 98
(destete) y 99 dias de edad]. Las fotografias se tomaron cada 20 min durante 2 h por
la mafiana (07:00 h a 09:00 h) y 2 h por la tarde (17:00 h a 19:00 h), totalizando 14
fotografias / dia. Se midio las distancias entre todos los corderos del grupo mediante
Photoshop. A su vez se registraron los comportamientos de parado, echado,
caminando, pastando, rumiando y vocalizando. La distancia entre hermanos fue
menor que el promedio de la distancia hacia los otros corderos del grupo (hermanos:
9,2 m = 0,8 m vs promedio de la distancia de cada mellizo a los otros corderos del
grupo: 16,4 m £ 0,8 m, P <0,0001). Estas distancias variaron en el tiempo (P <0,0001).
Tanto la distancia entre hermanos, como la distancia promedio entre cada mellizo y
los otros corderos del grupo disminuy6 desde los 3 dias previos al destete hasta el dia
del mismo (P <0,0001). Ambas distancias aumentaron desde los 98 a los 99 dias de
edad (P <0,0001). En todo el periodo, la distancia entre hermanos fue menor que el
promedio de la distancia de cada mellizo en relacién a los otros corderos del grupo (P
<0,0001). Todos los comportamientos cambiaron con el tiempo (P <0,0001, para
todos). El porcentaje de observaciones en las que los corderos estaban parados y
pastando disminuy6 desde los 94-96 a los 98 dias de edad (P <0,0001, para ambos),
aumentando desde los 98 a los 99 dias de edad (P <0,0001, para ambos). El
porcentaje de observaciones en las que los corderos estaban echados, rumiando,
caminando y vocalizando aumento desde los 94-96 a los 98 dias de edad (P <0,0001,
para todos), disminuyendo desde los 98 a los 99 dias de edad (P <0,0001, para todos).
En conclusién, los corderos mellizos presentan un vinculo preferencial entre si, cuya
intensidad aumenta cuando son separados definitivamente de su madre, quedando
en evidencia que la madre influye en la manifestacién de este vinculo.



SUMMARY

In sheep, the first and strongest social bond established after birth is the bond between
the mother and its lamb(s). In twin-born lambs, the social bond between siblings is the
second strongest relationship establish in a lambs’ life. Abrupt weaning involves the
separation of the lamb from its mother, breaking abruptly the bond of the dyad. After
weaning, the siblings normally stayed in the same social group. Separation from the
mother at weaning involves changes in the social environment, triggering behavioral
changes in the animals. The general objective of this Thesis was to determine if the
intensity of the bond between twin lambs changes after definitive separation from the
mother during artificial weaning. The specific objectives of this Thesis were: (1) to
determine if the relationship between the distance that twin lambs maintain from each
other and the distance they maintain from other lambs in the flock is modified after
definitive separation from the mother during artificial weaning; and (2) determine the
behavioral changes at weaning. The study was performed at the Las Brujas
Experimental Station of the National Agricultural Research Institute (INIA) with 20
multiparous ewes and their respective twin lambs were used (11 Milchschaf ewes and
their lambs and 9 Finish Landrace ewes and their lambs). Abrupt weaning was
performed at 90 days of age, by separating the ewes from their lambs in different
paddocks, where they had no visual, auditory and olfactory contact among them. Aerial
pictures were taken with a drone (DJI Mavic Air 2, Guangdong, China), from 3 days
before (from 94 to 96 days of age) to 1 day after artificial weaning [at 98 (weaning) and
99 days of age]. Pictures were taken every 20 min for 2 hours in the morning (07:00 to
09:00) and 2 hours in the afternoon (17:00 to 19:00), totaling 14 photographs/day. The
distances between all the lambs in the group were measured using Photoshop. Lambs’
behaviors (standing up, lying down, walking, grazing, and ruminating) were recorded
at the same period of the day that the pictures were taken. The siblings were closer to
each other than to the other lambs of the group (siblings: 9.2 m £ 0.8 m vs. average
distance of each twin to the other lambs in the group: 16.4 m £ 0.8 m, P < 0.0001).
These distances varied over time (P < 0.0001). Both, the distance between siblings
and the average distance between each twin and the other lambs in the group
decreased from the 3 days before weaning to the day of weaning (P <0.0001). Both
distances increased from 98 to 99 days of age (P < 0.0001). At all points, the siblings
were closer to each other than to the other lambs of the group (P <0.0001). All
behaviors changed with time (P < 0.0001, for all). The percentage of observations in
which lambs were standing and grazing decreased from 94-96 to 98 days of age (P <
0.0001, for both), increasing from 98 to 99 days of age (P <0.0001, for both). The
percentage of observations in which lambs were lying down, ruminating, walking and
vocalizing increased from 94-96 to 98 days of age (P < 0.0001, for all), decreasing
from 98 to 99 days of age (P < 0.0001, for all). In conclusion, twin lambs had a
preferential social bond to each other, increasing when they are definitively separated
from their mother, indicating that the mother influences on its bond.



1 INTRODUCCION

Los ovinos son una especie social y gregaria que tienen la capacidad de
reconocimiento individual y de generar memoria social, por lo que pueden establecer
vinculos sociales que perduran en el tiempo (Estévez, Andersen & Neevdal,
2007, Kendrick, 2008). En esta especie, el primer vinculo social y el méas fuerte se
establece es entre la madre y su/s cordero/s al parto (Veissier Boissy, Nowak, Orgeur
y Poindron, 1998). En caso de partos mudltiples, el vinculo entre hermanos se
considera el segundo mas intenso (Walser, Hague y Yeomans, 1985). El vinculo
madre-cria se establece en las primeras horas posparto, y del correcto
establecimiento de este vinculo va a depender la supervivencia de la cria (Freitas-de-
Melo y Ungerfeld, 2016). El vinculo madre-cria cambia a lo largo de la lactancia, a
medida que el cordero crece (Napolitano, De Rosa y Sevi, 2008) y gana
progresivamente independencia nutricional y social de su madre. Este vinculo finaliza
con el destete natural, el que en ovinos silvestres ocurre entre los 6 y los 12 meses de
edad de los corderos (Grubb, 1974). A pesar de que, en corderos mellizos, el vinculo
con el hermano es el segundo en establecerse (Veissier, Boissy, Nowak, Orgeur y
Poindron, 1998), la informacion respecto a las caracteristicas de este vinculo es adn
muy escasa. El vinculo entre los corderos mellizos se establece tempranamente, ya
gue los hermanos pueden reconocerse mutuamente a partir del séptimo dia de edad
(Walser et al., 1981, Nowak, 1990). La presencia de la madre es necesaria para que
ese vinculo se establezca, ya que favorece el acercamiento entre los hermanos
(Ligout, et al., 2004). Los primeros trabajos respecto al estudio del vinculo entre
corderos mellizos se centraron en las diferentes sefales presentes en el
reconocimiento entre los hermanos durante el primer mes de vida (Ligout et al., 2004;
Ligout y Porter, 2003; Nowak et al., 1990). A su vez, se observo que corderos mellizos
de entre 7 y 28 dias de edad (Abecia et al. 2022, Ozella et al. 2022) y de 6-7 semanas
de edad (Walser, Hague y Walters 1981) pasan mas tiempo con su hermano que con
el resto de los animales del grupo, reafirmando la relacion que existe entre los
hermanos. Esta mayor asociacion entre corderos mellizos se observa incluso en
periodos de en los que la madre no esta presente, concordando con lo reportado
previamente (Casuriaga, Ungerfeld, Ciappesoni y Freitas-de-Melo, 2022; Walser et al.,
1981). Por lo tanto, los resultados son concluyentes respecto a la existencia del
vinculo social entre hermanos. Sin embargo, la influencia de la madre en el
mantenimiento del vinculo entre hermanos durante su desarrollo no esta bien
estudiada.

El destete artificial, es la separacién del cordero de su madre, antes que ocurra el
destete natural, realizandose este método frecuentemente de forma abrupta. Esta
practica desencadena una respuesta de estrés elevada tanto en la madre como en la
cria (Napolitano et al., 2008). La separacion de la madre al destete impone cambios
sociales en el grupo de animales, ya que el mismo pasa a estar conformado solo por
corderos y los corderos pierden su principal referente social que es su madre (Weary,
Jasper, Hotzel, 2008). Por lo tanto, las relaciones sociales de los corderos deben
reorganizarse luego del destete, lo que incluye un aumento de la sincronizacion de las
actividades y los encuentros sociales entre los pares (Veissier et al., 1998). Los
corderos presentan una mayor motivacién por estar mas cerca de sus compaferos
sociales y comienzan a investigar su entorno en compaiiia de sus hermanos (Veissier
et al., 1998). Algunos trabajos demuestran que los hermanos contindan presentando
vinculos preferenciales luego del destete, aunque la informacion al respecto es
limitada (Walser et al., 1986, Casuriaga et al 2022). Esto indica que el reconocimiento
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y el vinculo entre los mellizos no depende solamente de la presencia de la madre.
Debido a los grandes cambios sociales que ocurren como consecuencia del destete,
es esperable que los vinculos sociales que se establecieron en presencia de la madre
también presenten cambios luego del mismo.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Relaciones sociales en la cria ovina

En ovinos de cria, luego del parto, el grupo esta conformado por ovejas lactantes y de
crias conviviendo juntas. Estar en la majada implica formar y mantener vinculos
sociales a partir del reconocimiento entre individuos. El vinculo entre la madre y su/s
cordero/s es el primer y mas fuerte vinculo social que se establece en ovinos (Veissier
et al.,1998). En caso de partos multiples, el vinculo entre hermanos se considera el
segundo mas intenso (Walser et al., 1985). El reconocimiento entre estos individuos
estd basado en sefiales olfativas, visuales y auditivas. El reconocimiento mediante
sefiales olfativas tiene importancia a distancias cortas, menores a medio metro de
distancia (Kendrick, 2008). Por ejemplo, estas sefiales son fundamentales para que la
madre reconozca a la cria durante las primeras horas posparto. A pesar de la
importancia de las sefiales olfativas en el reconocimiento entre individuos, las ovejas
privadas del olfato pueden reconocer a individuos con los que habia sido previamente
familiarizados por medio de otros sentidos como la vision y la audicién (Kendrick et
al., 2008). Las ovejas pueden diferenciar caras de ovejas conocidas de las de ovejas
desconocidas y recordarlas por afios, demostrando la capacidad de desarrollar
memoria social (Kendrick, 2008). En lo que respecta al reconocimiento mediante
sefales auditivas, se ha reportado que las ovejas son sensibles a sonidos nuevos y
aprenden a reconocer las vocalizaciones de sus corderos en un periodo de tiempo
corto luego del nacimiento (Keller et al., 2003). Ademas de permitir el reconocimiento
entre individuos, las sefales olfativas, visuales y auditivas también cumplen
importantes funciones en la comunicacion entre los mismos, mejorando su capacidad
de respuesta a las condiciones del medio. Por ejemplo, las ovejas comunican su
estado emocional modificando las frecuencias de sonidos emitidos por sus
vocalizaciones. Kendrick et al (2008) propusieron que un animal puede influir sobre el
estado emocional de otro animal a través de las vocalizaciones, especialmente en el
caso de individuos que presentan un vinculo social entre si. Los corderos mellizos que
presentan un vinculo preferencial entre si y que son separados de sus madres y
alojados juntos luego del destete, vocalizan mas que aquellos que fueron alojados
junto a otros individuos del grupo (Casuriaga et al., 2022), indicando que la respuesta
de estrés se amplifica en presencia del hermano. Los autores sugieren que esto podria
deberse a un mayor contagio emocional entre los corderos mellizos, en relacion a
otros corderos del grupo. En conclusién, los ovinos pueden reconocer a los individuos
de su grupo, son conscientes de la presencia y del estado emocional de sus pares, lo
gue influye en la respuesta que expresan al entorno y en su bienestar.

En una majada de ovinos los animales mantienen determinadas relaciones espaciales
entre si, que pueden mantenerse o no alo largo del tiempo. El espaciamiento se puede
caracterizar a través de dos tipos de medidas: la distancia minima y la maxima
observada entre dos individuos del grupo (Dwyer et al., 2008). La primera, mide el
grado de tolerancia entre individuos, y la segunda aporta informacion respecto al
grado de cohesion del rebafio (Dwyer et al., 2008). Los resultados de Ozella et al.
(2020) demuestran que las relaciones espaciales entre los ovinos no son aleatorias,
habiendo factores que influyen en las interacciones entre animales. Entre estos
factores se encuentran la edad (Lawrence, 1990; Doyle et al.,, 2016), el estado
reproductivo (Norton et al., 2012), el estado emocional (Michelena et al., 2008; Doyle
et al., 2016), las caracteristicas del ambiente como la disponibilidad de alimento y la
temperatura (Ozella et al., 2020). En este trabajo se reporté que las ovejas de edad
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similar interactuaron con mas frecuencia entre si que con aquellas ovejas de edades
diferentes. El estado reproductivo de los animales también influye en las relaciones
espaciales que se mantienen entre los mismos. Por ejemplo, a medida que se acerca
el parto las ovejas tienden a alejarse de la majada aumentando su distancia en
relacion a otros individuos, lo que promueve la interaccion con el recién nacido,
favoreciendo el establecimiento del vinculo madre-cria (Dwyer et al., 2008). Por otro
lado, estresores como el destete provocan cambios en las dinamicas sociales,
pudiendo disminuir las distancias entre animales debido a un efecto de cohesién del
grupo (Dwyer et al., 2008). Los factores medioambientales y climaticos también juegan
un rol en el reagrupamiento de individuos dentro de una majada. Ozella et al. (2020)
registr6 que cuando disminuye la temperatura o hay mucho viento, los individuos
tienden a agruparse para sobrellevar el malestar térmico. Ademas, la existencia de
vinculos sociales entre los animales también influye en las relaciones espaciales entre
los mismos, observandose que los individuos que presentan mayor vinculo
permanecen mas cercanos entre si (Abecia et al., 2022).

2.1.1 Vinculo madre-cria

El vinculo madre-cria es fuerte y se establece durante las primeras horas posparto.
Este vinculo se caracteriza por la selectividad de la madre hacia sus crias, la que
involucra el cuidado y el amamantamiento exclusivo de las mismas y el rechazo a
crias ajenas (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016). En el periparto, ocurren cambios
endocrinos caracterizados por una disminucién de la concentracion de progesterona
y un aumento de la concentracion de estradiol y oxitocina que estimulan el despliegue
del comportamiento maternal (Nowak et al.,, 2011). A su vez, el comportamiento
maternal favorece el reconocimiento de la cria. El reconocimiento de la cria se produce
dentro de las primeras 2 horas posparto (Nowak et al., 2011) a través de mecanismos
sensoriales, como las sefales visuales, olfativas y auditivas (Lévy, 2004). El liquido
amniético que recubre a la cria libera compuestos volatiles que atraen la atencién de
la oveja, la que en respuesta comienza a lamer a su cordero, favoreciendo asi el
reconocimiento olfativo de la cria (Nowak et al.,, 2006). Especificamente, la
supervivencia de las crias depende de la capacidad para discriminar a sus madres
dentro de las primeras 12 horas postparto (Nowak y Lindsay, 1992). El lamido de la
madre estimula al cordero a pararse y mamar (Freitas-de-Melo et al., 2022). El tiempo
desde el parto al primer amamantamiento depende fundamentalmente del
comportamiento materno y del vigor del cordero, estando inversamente relacionado
con la supervivencia de la cria (Goursaud y Nowak, 1999). Estos primeros
amamantamientos son muy importantes para el correcto establecimiento del vinculo
madre-cria, de lo que depende la supervivencia, el crecimiento y desarrollo de la cria
y la mayoria de su aprendizaje postnatal (Goursaud y Nowak, 1999).

El vinculo madre-cria cambia a lo largo de la lactancia, a medida que el cordero crece
(Napolitano et al., 2008). Al inicio de la lactacion, la frecuencia de amamantamientos
es alta, existiendo una gran cercania entre la madre y sus crias (Freitas-de-Melo et
al., 2022). Con el crecimiento del cordero los requerimientos nutricionales de la cria,
y consecuentemente el costo energético que representa la produccion de leche para
la oveja aumenta. Debido a esto, la madre impide que su cordero se amamante con
la misma frecuencia que al inicio de la lactacion (Weary et al., 2008). La disminucién
del consumo de leche se acompafa de un aumento en el consumo de pasturas por
parte del cordero y un aumento del desarrollo ruminal (Weary et al., 2008). Ademas,
aumenta la distancia entre la madre y sus crias, las que también comienzan a estar
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mMas en contacto con otros corderos del grupo (Weary et al., 2008). Por lo tanto, a
medida que el cordero crece, gana progresivamente independencia nutricional y social
de su madre, hasta finalizar con el destete natural, el que en ovinos silvestres ocurre
entre los 6 y los 12 meses de edad de los corderos (Grubb, 1974).

2.1.2 Vinculo entre corderos mellizos

Como se menciong anteriormente, en corderos mellizos, el vinculo con el hermano es
el segundo en establecerse (Veissier, Boissy, Nowak, Orgeur y Poindron, 1998). A
pesar de esto, la informacion respecto a las caracteristicas del vinculo entre mellizos
es aun muy escasa. Los corderos mellizos presentan un vinculo social mas intenso
entre si que con otros corderos del grupo, el que se establece tempranamente,
pudiendo reconocerse a partir del séptimo dia de edad (Walser et al., 1981; Porter et
al., 1995,). Ligout, et al. (2004) plantearon que las sefiales olfatorias son suficientes
para el reconocimiento entre corderos mellizos de 4 semanas de edad. Ademas, los
corderos mellizos responden con mayor frecuencia a los balidos de su hermano que
a los de un cordero desconocido (Arnold y Pahl,1974; Walser et al., 1981; Walser &
Williams, 1986), demostrando que también pueden reconocerse auditivamente.

La presencia de la madre es necesaria para el establecimiento del vinculo entre los
mellizos. Los corderos criados por sus madres prefieren a su hermano en relacion a
otro cordero del grupo, mientras que los criados artificialmente no (Ligout, et al.,
2004). Esto podria asociarse al hecho de que la madre amamanta a sus mellizos
simultdneamente, favoreciendo tempranamente el acercamiento entre hermanos en
mayor medida que con otros corderos (Ligout, et al., 2004). Este contacto temprano
gue presentan los corderos mellizos criados por sus madres favorece el vinculo entre
hermanos aun cuando los mismos son gestados por una misma oveja genéticamente
diferente (receptora de los embriones de dichos corderos), demostrando que el
desarrollo del vinculo entre los hermanos no esta dado por su condicién genética, sino
mas bien por la crianza (Walser et al. 1981). De esta forma, la oveja influye
indirectamente en el entorno social de sus crias, contribuyendo primeramente al
desarrollo de las preferencias de los mellizos (Ligout, et al., 2004). La intensidad del
vinculo entre dos individuos puede depender de la edad con la que se crea el mismo.
Bouissou y Andrieu (1977) reportaron que vaquillonas que se mantuvieron juntas
desde el nacimiento establecieron vinculos sociales méas intensos que aquellas que
fueron reagrupadas a los 6 o 12 meses de edad. Esto podria estar indicando que
habria una edad més propicia para crear las relaciones preferenciales entre individuos
(Bouissou y Andrieu, 1978), lo que posiblemente se asocie a la etapa de aprendizaje
social (Veissier et al., 1998).

Los primeros trabajos respecto al estudio del vinculo entre corderos mellizos se
centraron en las diferentes sefales presentes en el reconocimiento entre los
hermanos durante el primer mes de vida (Ligout et al., 2004; Nowak et al., 1990). A su
vez, Walser et al. (1981), demostr6 que los hermanos permanecian mas tiempo cerca
entre si cuando tenian 6-7 semanas. Mas recientemente, Abecia et al. (2022)
demostraron que los corderos mellizos de 1 mes de edad pasaban mas tiempo con su
hermano que con el resto de los corderos. En el mismo sentido, Ozella et al. (2022)
reportaron que los corderos mellizos de 7 a 28 dias de edad mostraron una mayor
interaccién, reafirmando la relacion que existe entre los hermanos. Esta mayor
asociacion entre corderos mellizos se observa incluso en periodos en los que la madre
no esta presente, concordando con lo reportado previamente (Casuriaga et al., 2022;
Walser et al., 1981). Por lo tanto, los resultados son concluyentes respecto a la
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existencia del vinculo social entre hermanos. Sin embargo, la influencia de la madre
sobre este vinculo aun no esta bien estudiada.

2.2 Evaluacion del vinculo social en ovinos

En ovinos, existen diferentes formas de evaluar la existencia de un vinculo social entre
dos individuos. Algunas de ellas han sido utilizadas para evaluar el vinculo entre
corderos mellizos, incluyendo la distancia y la prueba de preferencia (Abecia et al.
2022). Como se menciond anteriormente, los individuos que mantienen un vinculo
preferencial permanecen mas préximos entre si que con otros individuos del grupo.
Para comprobar la existencia de un vinculo entre los corderos mellizos Abecia et al.
(2022) lo midié la proximidad y distancia calculando el tiempo que pasaban juntos los
hermanos y Walser et al. (1981) midi6 el numero de veces que los corderos
permanecieron juntos en un area predeterminada. Similarmente, Casuriaga et al.
(2022) midieron el niumero de veces que el hermano fue el cordero mas cercano,
encontrando que el hermano fue el individuo que se mantuvo mas cercano a su mellizo
en corderos de 2 meses de edad.

Otra herramienta utilizada para determinar el vinculo entre individuos es el test de
preferencia. En este test, se evalla la preferencia de un individuo por otro, basandose
en variables como el tiempo en que demora en acercarse al individuo y el tiempo total
que permanece junto a él (Casuriaga et al., 2022). En condiciones de campo los
corderos mellizos en compaifiia de sus madres, estan mas cercanos entre si que a los
otros corderos del grupo (Casuriaga et al., 2022). Sin embargo, estos mismos
animales no mostraron preferencia por su hermano, posiblemente debido a que el
estrés generado por la separacion momentanea de la madre durante el test de
preferencia, fue un factor que interfirid con el comportamiento natural de los corderos.
Esto indica que la medicion de la distancia entre hermanos podria ser mejor indicador
gue el test de preferencia para evaluar el vinculo social entre hermanos mellizos antes
del destete. La ventaja de utilizar la distancia como indicador de vinculo, es que la
misma se mide mientras los animales estan desplegando su comportamiento natural,
a diferencia de lo que ocurre con el test de preferencia en el que los animales deben
ser manipulados. Por otra parte, el test de preferencia podria no ser la mejor opcion
para evaluar un vinculo en el tiempo ya que habria que repetirlo varias veces, y el
aprendizaje de los animales al realizar el test afectaria el resultado.

Otra forma de evaluar vinculo es medir la respuesta de estrés de los animales durante
la separacién de los individuos que tienen un vinculo, considerando que la intensidad
de la respuesta desencadenada esta relacionada con la intensidad del vinculo. Para
evaluar esta respuesta se puede utilizar la prueba estandarizada de separacion-
reunién del cordero (Freitas-de-Melo et al., 2018; 2021), o la prueba de aislamiento-
reunion-separacion. Estas pruebas han sido utilizadas para evaluar el vinculo
existente entre la ovejay su cordero, pero no hay reportes de su uso para la evaluacion
de otro tipo de vinculo. En esta prueba se registran indicadores de estrés, antes y
después de la separacion de los individuos, entendiéndose que la intensidad de la
respuesta de estrés a la separacion estd asociada a la existencia del vinculo entre
ambos individuos. Esto se reafirma, cuando en la misma prueba los individuos se
vuelven a juntar observandose una disminucion de la respuesta de estrés
desencadenada (Freitas-de-Melo et al., 2021). Tomando en cuenta esto, la respuesta
de estrés desencadenada en el destete definitivo también podria ser utilizada como
forma de evaluar el vinculo, dando indicios de la intensidad del vinculo que presenta
el cordero con su madre. Sin embargo, en ese caso, ademas de la separacion
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maternal se suman otros estresores, como los cambios nutricionales y sociales, que
pueden interferir en la evaluacion de respuesta de estrés.

2.3 Destete atrtificial y reorganizacion social

El destete artificial es una practica comunmente utilizada en los sistemas productivos
gue se basa en la separacion del cordero y su madre antes de que ocurra el destete
natural, siendo realizada frecuentemente de manera abrupta. El destete artificial
desencadena una respuesta de estrés en la madre y sus corderos cuya intensidad
depende en parte de cuadn tempranamente se realice (Napolitano et al., 2008). El
destete implica una serie cambios que son impuestos a los animales: 1) emocionales,
provocados por la finalizacion del vinculo madre-cria, 2) nutricionales, determinados
por el fin de la lactancia y la alimentacion exclusiva a base de alimentos sélidos, 3)
nuevo ambito social y fisico, ya que el destete usualmente involucra el traslado de los
animales hacia un nuevo sitio pudiendo acompafarse del reagrupamiento de
animales.

Los cambios de comportamiento relacionados a la respuesta de estrés al destete
incluyen el aumento de la frecuencia de las vocalizaciones y del comportamiento
costear (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016), conductas asociadas con la busqueda
de la madre (Damian, Hotzel, Banchero, Ungerfeld, 2013). Ademas, se observa que
los corderos quedan mas tiempo parados y caminan mas, disminuyendo el tiempo
destinado al descanso y a la alimentacion (Freitas-de-Melo et al., 2019). Estos
cambios de comportamiento son iniciados rapidamente luego de la separacion,
disminuyendo su frecuencia a los 2 o 3 dias posteriores, ya que los mismos son
energéticamente exigentes e ineficientes (Freitas-de-Melo, Banchero, Hotzel, Damian,
Ungerfeld, 2013). Si bien los cambios agudos desencadenados por el destete cesan
tempranamente, es posible que sus efectos sobre el animal se prolonguen por mas
tiempo (Freitas-de-Melo et al., 2022).

La separaciéon de la madre al destete impone cambios sociales en el grupo de
animales, ya que el grupo pasa a estar conformado solo por corderos y muchas veces
hay reagrupamiento con animales desconocidos (Weary, Jasper, Hotzel, 2008).
Ademas, los corderos pierden su principal referente social que es su madre. Por lo
tanto, las relaciones sociales de los corderos deben reorganizarse completamente
luego del destete. Esta reorganizacion implica entre otras cosas, el establecimiento
de nuevas jerarquias sociales lo que incrementa la inestabilidad social y prolonga el
estrés en los animales. Ademas, durante la lactacion es la madre la que establece los
patrones ritmicos de comportamientos de sus crias por lo que en su ausencia los
corderos deben reestructurar también sus actividades (Panksepp et al., 1998). La
alteracién de los ritmos de actividades puede ir acompafiado con variaciones en los
patrones de alimentacién y suefio, lo que se acompafia de niveles elevados de
glucocorticoides, cambios en la frecuencia cardiaca y temperatura corporal (Cirulli et
al., 1996; Koolhaas et al., 1997). Debido a todo esto, luego del destete hay un aumento
en la sincronizacion de las actividades y encuentros sociales entre los corderos
(Veissier et al., 1998). Los corderos presentan una mayor motivacion por estar mas
cerca de sus compafieros sociales y comienzan a investigar su entorno en compaiia
de sus compafieros (Veissier et al., 1998). En el caso de los corderos mellizos, los
hermanos contintan presentando vinculos preferenciales luego del destete, aunque
los reportes al respecto son escasos (Walser et al., 1986, Casuriaga et al 2022).
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3 HIPOTESIS

La separacion definitiva de la madre afecta la intensidad del vinculo entre corderos
mellizos.
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4 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

4.1 Objetivo general

Determinar si la intensidad del vinculo entre corderos mellizos se modifica luego de la
separacion definitiva de la madre durante el destete artificial.

4.2 Objetivos especificos

o Determinar si la separacion definitiva de la madre luego del destete artificial
modifica la relacion entre la distancia que mantienen los corderos mellizos entre
si y la distancia que mantienen en relacioén a otros corderos del grupo.

o Determinar los cambios comportamentales al destete.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Local de estudio, animales y manejo

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) (protocolo numero 2020.17). El
experimento se realizé en la Estacion Experimental Las Brujas del INIA (Canelones,
Uruguay, 34° S). Se utilizaron 20 ovejas multiparas y sus respectivos corderos
mellizos [11 ovejas Milchschaf (56,6 + 2,8 kg) y sus corderos (3 pares de hembras, 2
pares de machos y 6 pares de ambos sexos) y 9 ovejas Finish Landrace y sus
corderos (3 pares de hembras, 3 pares de machos y 3 pares ambos sexos)]. Las
ovejas parieron en invierno (agosto) y el experimento se realiz6 en primavera
(noviembre). Se selecciond un grupo de corderos homogéneos en edad, peso y
distribucion de sexos. Inmediatamente luego del parto, las ovejas y sus corderos
mellizos se colocaron en parideras donde permanecieron por 48 h. Se colocaron
anillos de goma en la base de los testiculos de los corderos machos a las 24 h de
nacidos como método de castracion.

Durante el experimento, los animales se mantuvieron pastoreando dactylis, lotus y
trébol blanco con libre acceso a agua. Desde las 48 h hasta los 21 dias posparto
(parto= Dia 0), las ovejas y sus corderos permanecieron pastoreando a cielo abierto
durante el dia (07:00 a 18:30 h), y en un galpon durante la noche, donde se le
suministraba aproximadamente 300 g de maiz quebrado/oveja/dia en forma colectiva.
Desde el Dia 22 hasta el final del experimento los animales pastorearon a cielo abierto
durante todo el dia. Al Dia 98, se realiz0 la separacion definitiva de los corderos y sus
madres. Para eso, se trasladé a las ovejas a un potrero diferente donde no tuvieron
contacto visual, auditivo ni olfatorio, quedando los corderos en el mismo potrero.

5.2 Distancia entre corderos mellizos: fotos aéreas y mediciones de distancia

Se tomaron fotografias aéreas del grupo con un drone (DJI Mavic Air 2, Guangdong,
China), desde 3 dias antes (desde Dia 94 al Dia 96) hasta 1 dia después del destete
artificial [Dia 98 (destete) y Dia 99]. Las fotografias aéreas se tomaron con la camara
del drone (sensor: 1/2” CMOS; lente: campo de vision: 84°, distancia focal equivalente:
24 mm, apertura: f/2,8, rango de enfoque: 1 m a «; resolucion 48 MP 8000 x 6000
pixeles 10 MB; ISO: 100-1600) a una altitud de 39 m (la resolucién de las imagenes
era 4000 x 3000 pixeles) a una altura de 39 m. Antes de los registros, se capacito al
operador en el uso del dron y se realizd el acostumbramiento de los animales a la
presencia del mismo. El acostumbramiento de los animales al drone se realizo
sobrevolando el mismo a una altura de 15 m por encima de los animales. Los vuelos
se realizaron cada 20 min por 3 dias, desde las 14:00 h a las 16:00 h, hasta que los
animales no mostraron reacciones al drone.

5.2.1 Area de observacion

A los efectos de poder medir la distancia entre los individuos del grupo se delimito un
area de observacion donde los animales fueron mantenidos durante las
observaciones. La misma fue delimitada con malla eléctrica y sus medidas fueron 67
m x 47 m x 73 m x 49 m. En esa area se distribuyeron 12 escalas de plastillera de 5
m y se pintaron cruces en el suelo para luego poder superponer las fotos durante los
analisis de imagenes. Las ovejas con sus corderos se trasladaban 30 minutos antes
de iniciar el registro y permanecian alli hasta finalizar las observaciones.

17



Los animales se identificaron mediante nimeros a nivel de la parrilla costal y mediante
una combinacion de simbolos y colores a nivel del lomo.

Los registros se realizaron durante 3 dias antes del destete (Dias 94 al 96), el Dia 98
(destete) y el Dia 99 post destete. Se tomaron fotografias cada 20 min durante 2 h por
la mafiana (07:00 a 09:00) y 2 h por la tarde (17:00 a 19:00), totalizando 14 fotografias
/dia.

5.2.2 Andlisis de imagenes

En cada registro se tomaron dos fotos, las cuales se superpusieron en un 10%
cubriendo asi la totalidad del area de observacion. La superposicion de las fotos se
realizé con Photoshop basdndose en la referencia de cruces pintadas en el suelo
(figura 1A). Luego de tener las dos fotos alineadas, se procedi6 a la medicion de las
distancias. Primeramente, seteamos la escala de medicion. Para eso, utilizamos la
herramienta regla, a partir de la cual medimos los pixeles de las 12 escalas de 5 m
colocadas en toda el area de medicion. Con los datos obtenidos calculamos el
promedio de los pixeles de las escalas de 5 m, el cual fue utilizado para setear la
escala en m. Para eso, nos dirigimos a la opcion seteo de escala de medida que nos
brinda el programa, completamos con el promedio de pixeles, la longitud l6gica en la
cual queremos medir que en este caso eran 5 metros y cuanto corresponde la unidad
l6gica que era metros, quedando lista la conversion. Chequeamos midiendo
nuevamente las escalas en el programa y comprobabamos que nos dieran 5 m.

Luego de setear la escala, procedimos a medir la distancia entre animales. Para eso,
consideramos la distancia minima entre corderos, independientemente de la parte del
cuerpo a partir de la cual se haga la medicion (figura 1B). Para una mayor facilidad al
momento de hacer las mediciones, re-identificamos a los animales en las fotografias
asignandoles numero del 1 al 40 mediante la herramienta del programa que permite
agregar “capas” (Figura 1B).

Se calcul6 el coeficiente de variacion a partir de las mediciones de las escalas de 5
m, usando el 10 % de las fotos (totalizando 18 fotos y 216 mediciones), el que fue del
1,5 %.
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Figura 1. Foto aérea superpuesta de la totalidad del potrero de observacion (parte A),
foto aérea con zoom que refleja la muestra de la realizacion de las mediciones (parte
B).

5.3 Comportamientos

Se registraron los comportamientos de los corderos (parado, echado, caminando,
pastando, rumiando, vocalizando) en los mismos momentos en que se tomaron las
fotografias (ver seccion 5.2). Los comportamientos se registraron utilizando scans
cada 10 min, totalizando 26 scans/dia. Inmediatamente antes y después del destete
abrupto, se registraron las vocalizaciones individuales de los corderos durante 30 s
cada 10 min, utilizando un muestreo 0/1.

5.4 Anélisis estadistico

Se tested la normalidad de los residuos con el test de Shapiro-Wilk. Los datos se
analizaron mediante un procedimiento mixto (SAS Institute, Cary, Carolina del Norte,
EUA). La distancia fue estratificada en dos condiciones: 1) la distancia entre cada
cordero y su hermano y, 2) la distancia promedio entre cada mellizo y los demas
corderos del grupo, no considerando a su hermano. El modelo incluyé el estrato (2
niveles: nivel 1, la distancia entre cada cordero y su hermano y nivel 2, el promedio de
la distancia entre cada cordero a los demas corderos del grupo, no considerando a su
hermano), el tiempo (dias) y la interaccion entre el estrato y el tiempo. El sexo y la
raza fueron incluidos como efectos aleatorios en el modelo.

Se calcul6 la frecuencia de cada comportamiento, la que fue expresada como el
porcentaje de observaciones/dia. En el modelo se incluyé el tiempo como efecto fijo,
y laraza y el sexo como efectos aleatorios. El valor promedio de los Dias 94, 95 y 96
fue considerado como un Unico valor predestete. Luego del destete uno de los
corderos murié por causas no relacionadas al estudio, por lo que él y su hermano
fueron excluidos del andlisis. Los datos se presentaron como MMC + EEM. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas si p < 0,05, y como
tendencias cuando 0,05 <p <0,1.
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6 RESULTADOS
6.1 Distancia entre hermanos vs otros corderos del grupo en el tiempo

La distancia entre hermanos fue menor que el promedio de la distancia hacia los otros
corderos del grupo (hermanos: 9,2 m + 0,8 m vs promedio de la distancia a los otros
corderos del grupo: 16,4 m £ 0,8 m, P <0,0001). Estas distancias variaron en el tiempo
(P <0,0001). Hubo una interaccion entre el estrato (nivel 1, la distancia entre cada
cordero y su hermano y nivel 2, el promedio de la distancia desde cada cordero a los
demas corderos del grupo, no considerando a su hermano), y el tiempo (P <0,0001).
La distancia entre hermanos y la distancia promedio entre cada mellizo y los otros
corderos del grupo disminuyé desde los Dias 94-96 al Dia 98 (P <0,0001). Ambas
distancias aumentaron desde el Dia 98 al Dia 99 (P <0,0001). Sin embargo, la
significancia estadistica de este aumento fue mayor en el promedio de la distancia
hacia los otros corderos del grupo que en la distancia entre hermanos (promedio de
la distancia de cada mellizo a los otros corderos del grupo: P <0,0001 vs distancia
entre hermanos: P =0,003). En todos los tiempos la distancia entre hermanos fue
menor que el promedio de la distancia de cada mellizo a los otros corderos del grupo
(P <0,0001) (Figura 2A).
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Figura 2. Distancia (MMC = EEM) entre los hermanos (- =- ) y la distancia promedio
entre cada mellizo y los otros corderos del grupo (——) en el tiempo (desde los 94-96
a los 99 dias posparto). El dia del destete esta indicado con una flecha. Diferentes
letras indican diferencias en el tiempo y entre estratos (P<0,0001).
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6.2 Respuesta comportamental

Hubo efecto del tiempo para el porcentaje de observaciones en las que los corderos
estaban parado, echado, pastando, rumiando, caminando y vocalizando (P <0,0001
en todos). El porcentaje de observaciones en las que los corderos estaban parados
disminuy6 desde el Dia 94-96 al Dia 98 (P <0,0001), aumentando desde el Dia 98 al
Dia 99 (P <0,0001) (Figura 3A). El porcentaje de observaciones en las que los
corderos estuvieron echados aumentd desde el Dia 94-96 al Dia 98 (P <0,0001),
disminuyendo desde el Dia 98 al 99 (P <0,0001) (Figura 3B). El porcentaje de
observaciones en las que los corderos estuvieron caminando aument6 desde el Dia
94-96 al Dia 98 (P <0,0001), disminuyendo desde el Dia 98 al Dia 99 (P <0,0001)
(Figura 3C). El porcentaje de observaciones en las que los corderos estuvieron
pastando disminuy6 desde el Dia 94-96 al Dia 98 (P <0,0001), aumentando desde el
Dia 98 al Dia 99 (P <0,0001) (Figura 3D). El porcentaje de observaciones en las que
los corderos estuvieron rumiando aumento desde el Dia 94-96 al Dia 98 (P <0,0001),
disminuyendo desde el Dia 98 al 99 (P <0,0001) (Figura 3E). El porcentaje de
observaciones en las que los corderos vocalizaron aument6 desde el Dia 94-96 al Dia
98 (P <0,0001), disminuyendo desde el Dia 98 al 99 (P <0,0001) (Figura 3F).
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7 DISCUSION

Antes y después del destete, la distancia entre los hermanos fue menor que el
promedio de las distancias hacia los otros corderos del grupo. Debido a que la
cercania entre individuos se relaciona con la intensidad del vinculo social (Abecia et
al., 2022; Ozella et al., 2022), estos resultados sugieren que los corderos mellizos
tenian un vinculo preferencial entre si, el que se mantuvo aun cuando la madre no
estaba presente. Luego de la separacion de la madre la distancia entre los hermanos
disminuyd, indicando que el destete modifico la relacion entre los corderos mellizos.
Esta disminucion de distancia puede aparecer por la reaccion de miedo que
experimentan los corderos al separarse de su madre, la que podria
disminuir mantenerse cerca del hermano ya que la presencia del mismo podria actuar
como efecto calmante (Rault et al., 2012). Sin embargo, Casuriaga et al., 2022
demostré que corderos mellizos que se mantienen juntos luego del destete se
estresan mas que aquellos que son separados, indicando que la presencia del
hermano al destete podria contribuir a aumentar la respuesta de estrés de su mellizo
y no a disminuirla como ha sido reportado para el caso de otros estresores. Una
explicacion alternativa seria que los corderos mellizos se acergquen entre si al querer
mamar y percibir la ausencia de la madre. Durante la lactacion, la madre amamanta
simultdneamente a los hermanos (Ewbank, 1964). Por lo tanto, es posible que los
mismos tengan una asociacién aprendida que los vincula en momentos como el
amamantamiento (Ligout, et al., 2004). Ademas, la menor distancia entre hermanos al
destete coincidié con un aumento del nimero de vocalizaciones y del porcentaje en
gue los corderos estuvieron caminando, comportamientos asociados a la busqueda
de la madre (Freitas-de-Melo et al., 2019). Los corderos mellizos destetados y
alojados juntos luego del destete vocalizan mas que aquellos que son alojados
separados de sus hermanos (Casuriaga et al., 2022), indicando que la presencia del
hermano amplifica la busqueda de la madre. En resumen, la separacion de la madre
al destete aumenta la intensidad del vinculo entre los hermanos reafirmando el rol que
cumple la madre en la vida de sus crias.

Se observo que el dia del destete no solo disminuyd la distancia entre hermanos, sino
también la distancia respecto a los otros corderos del grupo. Esto indicaria que el
destete aumenta la cohesion del grupo, posiblemente debido a que la separacién de
la madre sea percibida por los corderos como reaccion estresante de la cual hay que
protegerse (Dwyer, 2004). Un dia luego del destete ya se observaron cambios en las
relaciones de las distancias entre hermanos y los otros corderos del grupo, con
respecto al dia del destete. Esto podria estar indicando que los animales comienzan
a adaptarse a la ausencia de la madre modificando sus relaciones sociales. En este
sentido, se ha reportado que el destete impone la necesidad abrupta
de reorganizaciéon social, aumentando la sincronizacion de actividades y los
encuentros sociales entre los compafneros de grupo (Veissier et al., 1998). Los
mellizos presentan un mayor comportamiento de exploracion cuando estan en grupo
gue cuando estan solos (Millman y Duncan, 2001). Ademas, el modo de actuar de los
compaferos puede hacer que un animal copie el mismo comportamiento en ese
ambiente debido a una facilitacion social o contagio. Si bien los cambios en las
distancias entre individuos comienzan prontamente luego del destete, esto no
necesariamente estaria indicando que los corderos se hayan adaptado al cambio ya
qgue es posible que el estrés generado por estos cambios se mantenga por mas
tiempo, debido por ejemplo al establecimiento de nuevas jerarquias sociales (Veissier
et al., 1998). Para eso, seria importante estudiar el vinculo entre hermanos y con los
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demas individuos del grupo por mas tiempo luego del destete, o que también nos
daria idea de la importancia de la madre en el mantenimiento del vinculo.

Las alteraciones de las actividades locomotoras y comportamentales observados al
destete en el presente estudio (menor frecuencia de pastoreo, mayor frecuencia del
tiempo caminando y aumento del niumero de vocalizaciones) coinciden con lo
reportado previamente (Freitas-de-Melo et al., 2019), reafirmando que el destete es
un manejo estresante. Posiblemente debido al costo energético que representa
mantener estos comportamientos es que los mismos comienzan a mermar
rapidamente luego del destete.
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8 CONCLUSION

Los corderos mellizos presentan un vinculo preferencial entre si, cuya intensidad
aumenta cuando son separados definitivamente de su madre, quedando en evidencia
que la madre influye en la manifestacion de este vinculo.
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