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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo fue el estudio de la respuesta reproductiva obtenida
en ovejas sincronizadas con dos dosis de PGF2a (PG), administradas a diferentes
intervalos de tiempo. El experimento fue realizado en UTU-Escuela Agraria “La
Carolina” (33° S — 57° O), durante la estacién reproductiva (marzo-abril), con 164
ovejas Corriedale multiparas asignadas por estado corporal y peso vivo a cuatro
protocolos de sincronizacion de estros: dos dosis separadas 10, 12, 14 6 16 dias
(PG10, PG12, PG14 y PG16, respectivamente; n=33 ovejas/grupo); y un grupo control
de estro espontaneo (ovejas pre-sincronizadas con dos dosis de PG y deteccion del
estro espontaneo posterior al inducido; EE, n=32). Se evalud la respuesta estral (ovejas
en estro/sincronizadas*100) mediante el uso de retarjos (3/100 ovejas), el porcentaje
de ovejas que ovularon y la tasa ovulatoria (TO) mediante ecografia trans-rectal al Dia
10 (Dia 0= dia de administracion de la segunda PG), y los resultados reproductivos del
servicio de IA via cervical a estro detectado por ecografia trans-rectal (Dia 35). La
respuesta estral pos segunda PG fue de 97, 100, 94 y 73 % (grupos PG10, PG12,
PG14 y PG16 respectivamente), siendo PG16 inferior a los demas grupos (P<0,05). El
porcentaje de ovejas que demostrd estro entre las 24 y las 60 h pos segunda PG fue
mayor (P< 0,05) en el grupo PG12 (97 %) respecto a los grupos PG14 (73 %) y PG16
(70 %), sin diferencias con el grupo PG10 (91%). El porcentaje de ovejas que ovularon
en el grupo PG16 (70%) fue inferior a los demas grupos (P<0,05). No se obtuvieron
diferencias en TO entre grupos de PG, ni con el grupo de EE (P>0,05). Una mayor
fertilidad (ovejas gestantes/ovejas sincronizadas) y concepcidon  (ovejas
gestantes/ovejas inseminadas) fue observada para los grupos PG14 (55%) y EE (52%)
respecto a los grupos PG10 (23%) y PG12 (22%) (P<0,05), sin diferencias estadisticas
con el grupo PG16 (42%). La prolificidad (fetos/oveja gestante) fue mayor para el grupo
PG12 (1,57) en comparacion con el grupo de EE (1,12) (P<0,05), y el grupo PG10
(1,17) (0,05>P<0,08), sin diferencias con los demas grupos. Se observé una mayor
fecundidad (fetos/ovejas sincronizadas) de los grupos PG14 (70%) y EE (58%)
respecto a los grupos PG10 (25%) y PG12 (33%), y del grupo PG14 respecto al grupo
PG16 (40%) (0,05>P<0,08). Se concluy6 que: 1) los grupos PG10 y PG12 serian los
protocolos mas adecuados para evaluar en programas de IATF; 2) el uso de protocolos
de PG con separaciones de 10, 12, 14 y 16 dias no alteraria la TO en comparacién con
el estro espontdneo; 3) los protocolos PG14, PG16 y EE serian de eleccién en
programas de IA via cervical con semen fresco y estro detectado.



ABSTRACT

The aim of this trial was to evaluate the reproductive performance obtained with the use
of different PG-based protocols in sychronized sheep. The experiment was carried out
during breeding season (March to April) at UTU-Escuela Agraria “La Carolina” (33° S —
57° W). Multiparous Corriedale ewes (164) were assigned according to body and live
weight to a four synchronized groups: two separated PG doses given 10, 12, 14 and 16
d apart (PG10, PG12, PG14 and PG 16 respectively; n= 33 ewes per group); and a
control group (pre-synchronized: two doses 8 d apart and detection of the following
spontaneous oestrus after induced oestrus; EE, n= 32). Oestrus response (oestrus
ewes/synchronized ewes) measured by the use of teasers (3/100), ovulated ewes,
ovulation rate (OR) and reproductive performance after Al at detected oestrus (by trans-
rectal ultrasonography, Day 10 and 35 respectively) were evaluated. Oestrus response
after second PG was higher in PG10, PG12, PG14 compared PG16 (97, 100, 94 y 73%;
P<0,05). Oestrus response between 24 to 60 h after second PG was higher in PG12
(97%) compared PG14 (73%) and PG16 (70%), but without statistical differences with
PG10 (91%). The percentage of ovulated ewes was lower in PG16 (70%) compared
other groups. OR was similar among synchronized groups and with EE group (P>0.05).
Fertility (pregnant/synchronized ewes) and conception rates (pregnant/inseminated
ewes) in PG14 (55%) and EE (52%) were higher compared with PG10 (23%) y PG12
(22%) (P<0.05), but no differences were observed with PG16 (42%). Prolificacy
(foetus/pregnant ewe) was higher in PG12 (1.57) compared with EE (1.12) (P<0.05)
and PG10 (1.17) (0.05>P<0.08), but without differences with the other groups.
Fecundity (foetus/synchronized ewes) was higher in PG14 (70%) and EE (58%)
compared with PG10 (25%) and PG12 (33%); and PG14 compared with PG16 (40%)
(0.05>P<0.08). It was concluded that: 1) groups PG10 and PG12 were the selected
groups for TAI programs; 2) the use of PG-based protocols with 10, 12, 14 and 16 days
of PG doses intervals did not affect OR in comparison with spontaneous oestrus; 3)
protocols PG14, PG16 and EE were a better option to use in cervical Al at detected
oestrus with fresh semen.



INTRODUCCION

Luego de una importante caida del stock ovino en las dos ultimas décadas, nuestro
pais vive un periodo de aparente estabilidad en lo que se refiere a la produccion ovina y sus
productos, con la aparicion de nuevos mercados y mejores valores de exportacion tanto para
lana como para carne ovina de calidad (SUL, 2013). Esto ha provocado una nueva
revalorizacion del rubro y un incremento ya visible en sus existencias (DICOSE, 2012). Es
por ello que se visualiza el interés de muchos productores ligados aun al rubro (MGAP-DIEA,
2011), a maximizar la produccion y la eficiencia econdmica con el mismo.

Entre las herramientas disponibles para incrementar el retorno con ovinos, la
Inseminacion Artificial (IA) es una tecnologia que permite maximizar el uso de los mejores
reproductores logrando asi optimizar el progreso genético de las majadas (Menchaca y
Rubianes, 2004). En un contexto de explotaciones cada vez mas eficientes, las cuales
demandan nuevas técnicas de reproduccion, la 1A a Tiempo Fijo (IATF) aparece como una
alternativa util para minimizar algunos problemas de manejo, de disponibilidad de mano de
obra, de errores en la deteccion de estros, de problemas sanitarios concomitantes, y de
costos derivados de la IA tradicional a estro detectado. La IATF permitiria el uso de un
mismo semental en varios establecimientos en la misma estacion de cria, maximizando de
esta forma la difusion del mismo y permitiendo a grupos de productores acceder a la compra
de reproductores de alto valor. Ademés la IATF permitiria, por concentrar en forma
importante los eventos, una utilizacién mas eficiente de los escasos recursos disponibles en
un predio como ser una alimentacién focalizada pre-servicio y pre-parto, el uso eficiente de
la mano de obra por posibilitar una paricion concentrada y por ende mejor controlada,
ademas de progenies mucho mas parejas para su recria e invernada (Olivera y Gil, 2005).

Para lograr una IATF exitosa es importante lograr una efectiva sincronizacion de
estros y ovulaciones para luego poder inseminar el mayor nimero de hembras por dia sin la
necesidad de detectar estros (Menchaca y Rubianes, 2004). Pero para masificar esta
biotecnologia es importante alcanzar aceptables resultados por la via cervical, con
protocolos mucho menos costosos, de facil implementacién, y que consideren aspectos del
bienestar “humano-animal-ambiental” (residuos en carne y leche, estrés animal por manejos
prolongados, residuos en ambiente; Olivera-Muzante y col., 2011a). Para ello es necesario
investigar y validar otros protocolos de sincronizacion de estros, que equiparen los
resultados de los tradicionales métodos utilizados hasta el momento. Es éste el principal
fundamento de la linea del trabajo de Tesis de Grado aqui presentado.



REVISION BIBLIOGRAFICA

A) RECORDATORIO FISIOLOGICO: CICLO ESTRAL

La mayoria de las razas ovinas son poliéstricas estacionales, es decir empiezan
a reproducirse cuando las horas de luz disminuyen, por lo que se llaman reproductores
de dia corto. Cuando los dias comienzan a acortarse luego del solsticio de diciembre el
fotoperiodo actua estimulando el eje glandula pineal-hipotalamo-hipdfisis-ovarios. La
melatonina secretada por la glandula pineal hace de mediador en la respuesta a los
cambios de las horas-luz, es decir actta como una sefal para el eje neuroendocrino
(Durén del Campo, 1980).

El ciclo estral es un conjunto de eventos endocrinos donde cada uno inicia el
paso siguiente. En la revision de Ungerfeld (2002a) se expone que la duracién
promedio del ciclo estral en la oveja es de 17 + 3 dias y se divide en una fase luteal y
una fase folicular, segun el esteroide ovarico que predomine en cada periodo. En la
misma revision se cita que tomando el dia del estro como Dia 0, la fase luteal se
extiende desde el Dia 2-3 hasta el Dia 13 aproximadamente. La fase folicular comienza
con la lutedlisis (regresién del cuerpo lateo -CL-) que se produce entre los Dias 13y 14
llegando hasta el Dia 2.

Durante el ciclo estral la emergencia de los foliculos que crecen desde 3 hasta 6
mm ocurre en ondas, en un rango de 2 a 5 ondas foliculares en cada ciclo, siendo el
patrén predominante de 3 ondas que emergen respectivamente alrededor de los dias 0,
6 y 11 del ciclo estral ovino (Figura 1). En los casos que se encontré una cuarta onda,
la onda 3 emerge mas tempranamente y la onda 4 emerge el dia 14 (Ginther y col.,
1995; Vifoles y col., 1999; Evans y col., 2000).

Existe una relacion entre la concentracion de la hormona FSH (hormona foliculo
estimulante) y la emergencia folicular, donde un aumento en la concentracion de FSH
precede la emergencia de cada onda (Ginther y col., 1995; Souza y col., 1997). Los
foliculos en desarrollo secretan inhibina, generando una disminucion en los niveles de
FSH, lo cual limita el nimero de foliculos que continda su crecimiento (McNeilly y col.,
1991 citado por Fierro, 2010; Figura 1). El cambio en la dependencia de FSH a LH
(hormona luteinizante) es clave en la selecciéon folicular. Mediante un cambio en el
soporte gonadotrofico (Campbell y col., 1999 citado por Fierro, 2010), la LH pasa a ser
determinante para que se seleccione un foliculo (denominado “foliculo dominante”), que
a diferencia de los demas foliculos de la onda, continuard creciendo en un ambiente
con bajos niveles de FSH (Ginther y col., 1996, 2000). Ese foliculo dominante continta
su crecimiento a una tasa de 1 mm/dia, alcanzando su maximo tres dias luego de la
emergencia (Vifioles y col.,, 2001). Mientras crece, este foliculo dominante sintetiza
estradiol (E2), que inhibe los niveles de FSH, impidiendo el reclutamiento de otros
foliculos en la misma onda. De ésta manera se limita la cuota ovulatoria (Baird, 1983
citado por Fierro, 2010; Figura 1y 2).

La existencia del fenbmeno denominado dominancia folicular se caracteriza por:
a) la divergencia en el diametro de los foliculos en crecimiento, donde el foliculo que
alcanza el mayor didmetro es el dominante mientras que los otros de menor diametro
se atresian (subordinados), b) el retraso en la emergencia de una nueva onda folicular
hasta cuando el foliculo dominante comienza a regresar (Ginther y col., 1995).



La razoén por la cual el foliculo dominante puede crecer con niveles bajos de FSH
mientras que los subordinados se atresian puede estar relacionado con la sintesis de
receptores para LH en las células de la granulosa del foliculo dominante (Ginther y col.,
1996). Todos los foliculos poseen receptores de LH en las células de la teca y de FSH
en la granulosa pero solo el foliculo dominante adquiere receptores de LH en las
células de la granulosa (Ireland, 1987 citado por Bo y Caccia, 2002). Los receptores de
LH aumentan abruptamente a partir del dia 3 de la onda, cuando el foliculo dominante
tiene mas de 5 mm de diametro. La LH se unira a los receptores de las células de la
granulosa estimulando una mayor produccion de E2 que le permitira al foliculo seguir
creciendo aun cuando disminuyen los niveles de FSH (Ginther y col., 1996).

O w O E, SO 5
* O RO O ™ YoXok.
1 Fsm O O rsm OO 1 Fsm O O

Dia del ciclo estral 2 -3 ) 13

FASE LUTEAL FASE FOLICULAR

Figura 1: Esquema del crecimiento folicular en ondas en la oveja (Adaptado de
Fierro, 2010).

CL: cuerpo luteo; P4: progesterona; FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante; S:
seleccion folicular; FD: foliculo dominante de la onda folicular; A: atresia (en presencia de altos niveles
de P4, el FD de esa onda se atresia, se produce el recambio folicular —R-, y una nueva onda comienza
con un pico previo de FSH, el cual se produce en presencia del FD de la onda anterior); IN: inhibina; E2:
17 B — estradiol; el FD secreta E2, por retroalimentacion positiva se libera LH y se genera el pico

preovulatorio de LH, el cual dard lugar a la ovulacién (Ov) del/los FD.

Cuando los niveles plasmaticos de progesterona (P4) son elevados, se inhiben
la frecuencia de pulsos de LH, el foliculo dominante cesa su produccion de E2
significando el fin de su dominancia funcional. La FSH aumenta nuevamente,
estimulando la emergencia de una nueva onda folicular (Ginther y col.,, 1995),
fendmeno denominado “recambio folicular” (Figura 1). Los niveles de P4 por su efecto
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sobre la frecuencia de pulsos de LH, modulan el recambio folicular. Ginther y col.
(1995), observaron que la dominancia folicular es menor durante la fase luteal, mientras
que es maxima durante la fase folicular (LOpez-Sebastian y col., 1997; Rubianes y col.,
1997a; Evans y col., 2000; Gonzéalez-Bulnes y col., 2004). Los niveles crecientes de P4
durante la fase luteal temprana suprimen el crecimiento del foliculo dominante de la
onda 1 en ovejas (Rubianes y col., 1996) y aceleran la emergencia de la siguiente onda
folicular. En contraposicion, niveles subluteales de P4 prolongan la sobrevida del
foliculo dominante y extienden su dominancia (Vifioles y col., 1999). La dominancia en
la fase luteal temprana del ciclo estral es mayor comparada con la que ocurre en fase
luteal media o tardia (Seekallu y col., 2010). Esto podria tener implicancias en el
namero de foliculos disponibles para ovular al momento de la segunda PG, y por ende
en la TO alcanzada.

También es necesario un efecto “priming” (efecto previo) de la P4 sobre los
centros comportamentales del cerebro para que junto con el aumento posterior de los
niveles de E2 se produzca el estro. Los niveles luteales de P4 generan un retrocontrol
negativo sobre la frecuencia de pulsos de GnRH inhibiendo por tanto la pulsatilidad de
LH (Figura 2). Por otro lado al principio de la fase luteal la P4 inhibe la secrecion uterina
de PG, determinando el momento de la lutedlisis. También inhibe la formacion de
receptores endometriales para oxitocina lo que evita que se desencadene una lutedlisis
prematuramente. Contrariamente, los E2 estimulan la sintesis de éstos receptores
(Revision Ungerfeld, 2002a).

Luego de producida la lutedlisis, disminuye la P4, se libera la inhibicion de esta
hormona sobre la frecuencia pulsatil de LH, lo que estimula al foliculo dominante a
producir mas E2, que induce el pico pre ovulatorio de LH, dando lugar a la ovulacién
(Figura 2). Evans y col. (2000), sostienen que ademas del efecto sistémico de
dominancia generada por el foliculo dominante sobre el desarrollo folicular, existen
reportes de la existencia de un efecto de dominancia intraovarico. Por otra parte
Gonzalez-Bulnes y col. (2004), indicé que el crecimiento de los foliculos pequefios en el
ovario ipsilateral al foliculo dominante es menor al contra lateral, y la emergencia del
foliculo dominante de la onda consecutiva se produce en el ovario contra lateral al que
previamente contenia el foliculo dominante. No obstante, la oveja es capaz de
desarrollar mas de un foliculo dominante, fenémeno denominado co-dominancia, lo que
permite la ocurrencia de ovulaciones mudltiples. Las ovulaciones multiples pueden
ocurrir por el reclutamiento de un mayor nimero de foliculos dentro de una misma
onda, o por la ovulacion de foliculos dominantes de dos ondas consecutivas
(Scaramuzzi y col., 1993).
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Figura 2: Esquema de regulacion hormonal del eje hipotalamo-hipofisis-ovario
(Elaborado en base a revision Ungerfeld, 2002a).

CL: cuerpo lateo. P4: progesterona. FD: foliculo dominante. E2: 17  — estradiol. INH: inhibina. + :
retroalimentacién positiva. - : retroalimentacién negativa. El hipotalamo libera GnRH, esta hormona actta
sobre la hipdfisis liberando esta Ultima FSH y LH; este mecanismo es regulado de dos maneras
diferentes segun la estructura ovarica presente (CL o FD). El CL secreta P4 que produce una
retroalimentacioén negativa a nivel del hipotalamo e hipdéfisis, inhibiendose de esta manera la secrecion
de LH. EI FD secreta E2 e INH que producen una retroalimentacion negativa sobre la sintesis de FSH.

Vifioles y col. (2002), sostienen que la condicién corporal (CC) afecta el nimero
de ondas que se desarrollan durante el ciclo. Ovejas con buena CC (4,1 puntos de CC,;
escala 0 a 5, Russel y col., 1969) desarrollan un patron constante de 3 ondas, mientras
gue ovejas flacas (1,9 puntos de CC) desarrollan 2 o 3 ondas. Dado que las ovejas
gordas tienen una tasa ovulatoria (TO) més alta que las flacas (peso “estatico”), se
plantea la asociacion positiva entre la CC, el nimero de ondas foliculares y la TO.

B) INSEMINACION ARTIFICIAL

La IA es un método de reproduccién asistida en el que se obtiene el semen del
macho para posteriormente depositarlo en el tracto reproductivo de la hembra de forma
manual, por medio de instrumentos especiales. En este sistema no existe contacto
directo entre el macho y la hembra (Duran del Campo 1980).

La IA en la oveja presenta como dificultad el atravesar el cérvix con la canula de
inseminacién y alcanzar la luz uterina por via transcervical. Esto se debe al menor
tamafo corporal y a las particularidades anatdmicas del tracto reproductivo en esta
especie. El cérvix de la oveja presenta 4-7 anillos y varios pliegues que obstaculizan el
pasaje, actuando como barrera entre la vagina y el utero. Existe una alta correlacion
entre la profundidad del cérvix donde es depositado el semen y el indice de concepcion
obtenido (Salamon y Lightfoot, 1970). Cuando se trata de borregas surge otro
inconveniente que es la amplitud reducida a nivel del vestibulo vaginal, ello dificulta la
introduccién del vaginoscopio y supone un mayor estrés (Gil, 2003).
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C) METODOS DE INSEMINACION ARTIFICIAL (IA)

Existen distintas técnicas de IA en ovinos como ser vaginal profunda, cervical o
peri-cervical o intrauterina.

Inseminacién vaginal profunda

Consiste en depositar el semen cranealmente en la vagina sin ubicar el cérvix,
es la técnica mas sencilla de todas pero la mayoria de los trabajos reportan menores
resultados comparando con IA cervical (Duran del Campo y col., 1993). Por lo tanto
dicha técnica sé6lo se utiliza en caso de no ser posible la IA cervical, aumentando dos o
tres veces la dosis de semen (Fernandez Abella y Villegas, 1995).

Inseminacion cervical

Esta es la técnica mas utilizada hasta el momento. La deposicion de semen se
realiza en la entrada del cérvix con el uso de un vaginoscopio y la pistola de
inseminacion. Los resultados obtenidos reflejados en el porcentaje de prefiez dependen
del tipo de preservacion seminal. Cuando se utiliza semen fresco da como resultado
una alta fertilidad, cercana a la que se obtiene con monta natural (Evans y Maxwell,
1990).

Inseminacion Intrauterina (IAIU)

Mas dificil y costosa que las anteriores, ésta técnica permite depositar el semen
directamente en el cuerno uterino evitando la barrera cervical. De esta forma se logran
con semen congelado resultados similares a la IA cervical con semen fresco. El
procedimiento mas utilizado para IAIU es la laparoscopia (Revisién Ungerfeld, 2002b).

D) SINCRONIZACION E INDUCCION DE ESTROS EN OVINOS

Se entiende como induccidn a la intervencion con el fin de desencadenar el estro
y la ovulacion en un periodo de anestro. Paralelamente, la sincronizacion hace
referencia a la induccién de la simultaneidad de dichos eventos en un grupo de
animales tratados (Rubianes y col., 1999).

Métodos de induccion de estros

Siendo el ovino poliéstrico estacional de dia corto, lo que conlleva un periodo de
anestro variable, puede ser necesaria la induccion de estro y ovulacion dentro de dicho
periodo. La induccién de estros se puede conseguir mediante métodos hormonales o
de bioestimulacion. Algunas de las hormonas utilizadas para este fin son: eCG, hCG,
FSH, LH, GnRH y melatonina (Fernandez Abella, 1995).

En cuanto a la bioestimulacion se destaca el efecto macho, basado en la
introduccion de machos a un grupo de ovejas que previamente estuvieron aisladas un
tiempo de todo contacto con los mismos (Revision Ungerfeld, 2002a).

Métodos de sincronizacion de estros

La sincronizacion de estros implica el desencadenamiento de una fase folicular
gue asociada al comportamiento estral culmine en la ovulacion (Rubianes y col., 1999).
Una técnica de sincronizacion de estros efectiva debe inducir respuesta estral fértil y
altamente sincronizada en un namero importante de hembras tratadas.
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E) PROTOCOLOS DE SINCRONIZACION DE ESTROS PARA IATF

Los protocolos que se utilizan en ovinos para sincronizacion de estros e IATF se
basan en el uso de P4 6 progestagenos asociados con gonadotrofinas y/o en el uso de
analogos sintéticos de prostaglandinas F2a.

Protocolos en base a uso de P4-eCG.

Los protocolos en base a P4 pueden ser utilizados tanto en anestro como en la
estacion reproductiva (Menchaca y Rubianes, 2004), y su objetivo es simular la fase
luteal de un ciclo normal, siendo la duraciéon de los protocolos entre 5 a 14 dias
(Gordon, 1999; Ungerfeld y Rubianes, 1999). Los resultados en cuanto a fertilidad
mejoran cuando estos protocolos son utilizados por menos tiempo y el tratamiento se
reduce a 5-7 dias (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Vifoles y col., 2001). Se aplica
mediante uso de dispositivos vaginales (siendo las esponjas intravaginales
impregnadas en medroxiprogesterona el dispositivo mas utilizado), que se asocian con
gonadotrofinas al retirar las esponjas. La utilizacion de las gonadotrofinas es para
asegurar la sincronia de la ovulacion, la mas utilizada es la gonadotropina coriénica
equina (eCG o PMSG). La ovulacion ocurre aproximadamente a las 60 h de retiradas
las esponjas (Maxwell, 1986), y la IATF debe realizarse segun la via entre las 48 a 60 h
de retirado el dispositivo.

La fertilidad con protocolos en base a P4 es variable lo cual ha sido asociado a
un envejecimiento de los foliculos ovulatorios en los protocolos largos (Ungerfeld y
Rubianes, 1999; Vifioles y col., 2001). El uso reiterado de eCG puede provocar también
depresion en la fertilidad, asociado a la formacién de anticuerpos anti eCG en ovejas
(Allison, 1982; Baril y col., 1996; Menchaca y Rubianes, 2004). Estos anticuerpos
alterarian el pico preovulatorio de LH, disminuyendo el porcentaje de hembras que
ovulan (Drion y col., 2001). Otro tipo de inconveniente observado con estos protocolos
son las pérdidas de las esponjas (Duran del Campo, 1980; Vifoles y col., 2007) y la
aparicion de vaginitis y adherencias vaginales que derivaria obligatoriamente en el uso
de antibidticos en los dispositivos (Duran del Campo, 1980; Gonzalez-Bulnes y col.,
2005; Vinoles y col., 2006). Otras desventajas asociadas son el tiempo de espera
necesario para el consumo de la carne y leche de los animales tratados (30 dias) y los
residuos contaminantes que generan a nivel ambiental (Menchaca y Rubianes, 2004;
Olivera y Gil, 2005).

Protocolos en base al uso de Prostaglandinas

El uso de prostaglandina F2a 0 sus analogos sintéticos (PG) esta restringido a la
estacion reproductiva, ya que se basa en la capacidad de la hormona de promover la
lisis del CL (McCracken y col., 1970). Las prostaglandinas naturales tienen bajas
concentraciones plasmaticas debido a que un 99 % son metabolizadas en un sélo
pasaje por el pulmén, por lo que no se acumulan en los tejidos y por ende no habria
tiempo de espera en su uso (Davis y col., 1980; Moller-Holtkamp, 1980, citados por
Fierro, 2010).

Es sabido que la administracion de PG entre los dias 5 y 14 del ciclo estral
induce la luteolisis, seguido de manifestacion de estro y ovulacion (Acritopolou y
Haresign, 1980). El intervalo entre la administracion de la PG y la observacion del estro
inducido es bastante variable, lo que se relaciona con el dia del ciclo en el que animal
es inyectado (Houghton y col., 1995). Esto indica que la dispersion observada en la
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presentacion de los estros cuando se trabaja con animales sincronizados con PG
podria ser debida en gran parte a que las hembras se encuentran en distintos
momentos del ciclo estral.

La respuesta del CL ovino a la PG depende de la fase del ciclo en que es
administrada (Rubianes y col., 1997b, revisado por Fierro y col. 2013), ya que los
cambios dinamicos en el crecimiento del foliculo ocurren durante la fase luteal
generados por las hormonas P4, FSH y LH. Sin embargo sigue existiendo
controversias acerca de las alteraciones de la funcion esteroidogénica del foliculo pre-
ovulatorio, la TO, la fertilidad y la prolificidad luego de la administracion de la PG (Fierro
y col., 2011). En la misma revision se cita que el uso de la PG altera la tasa de prefiez
(Gordon, 1999; Fierro y col., 2011) y algunos autores como White y col. (1987) y Hawk
y col. (1981) sostienen que el transporte espermatico se ve alterado. Por otra lado la
tasa de recuperacion embrionaria es mas baja en animales tratados con PG (Schiewe y
col., 1990; Fierro y col., 2011), pero la calidad embrionaria de los mismos fue similar a
la de animales en estro espontaneo (Fierro y col., 2011).

Tradicionalmente la sincronizacion de estros con PG estuvieron basados en
tratamientos de una o dos dosis de PG separadas 9 a 12 dias, presentando dos
inconvenientes importantes: 1) una gran dispersion en la manifestacion de estros (24 a
120 h), y 2) una aparente menor concepcion de los mismos, comparados con
protocolos en base a P4-eCG (Hackett y col., 1981; Loubser y van Niekerk, 1981). Las
diferentes condiciones de produccién comparadas (raza, latitud), el bajo nimero de
animales empleados en alguno de estos ensayos, y la variabilidad de resultados
alcanzados, conllevan a no poder sacar conclusiones claras al respecto, y a limitar
hasta el momento su recomendacién de uso como protocolos de IATF en ovinos
(Menchaca y Rubianes, 2004; Fierro y col., 2013).

Segun Acritopoulou y Haresign (1980), cuando la PG es administrada a ovejas
ciclicas se induce la luteolisis en aproximadamente el 66 % de las mismas, la aparicion
del estro y ovulacién difiere de acuerdo a las diferencias entre intervalos entre
tratamientos con PG. La administraciéon de una segunda dosis de PG induce el estro en
la mayoria de las ovejas las cuales no se sabe en qué etapa del ciclo estaban al dar la
primera inyeccion. Esta segunda dosis aplicada 9 dias luego de la primera aumenta la
sincronia de los estros, ya que el 95 % de ovejas presentan estro 72 a 96 horas
después (Acritopoulou-Fourcroy y col., 1982). Es importante considerar entonces que la
segunda inyeccion aumenta la respuesta estral cuando no hay referencia del momento
del ciclo estral al dar la primera inyeccion (Fierro y col., 2013).

Los ensayos de Loubser y van Niekerk (1981), Hackett y col. (1981) y
Acritopolou-Fourcroy y col. (1982), donde comenzaron a utilizarse las PG con los
intervalos previamente mencionados para programas de IATF, tuvieron como
inconveniente de que a pesar de que un gran numero de ovejas eran detectadas en
estro luego de la segunda inyeccién de PG, esto ocurria en un periodo de 4 dias
(Loubser y van Niekerk, 1981). Esto fue debido a que, si la segunda inyeccion de PG
era aplicada durante la mitad de la fase luteal, la asincronia de las ondas foliculares
determinaba la presencia del foliculo en distintas etapas de crecimiento (creciendo,
estatico o regresando), por lo que surgieron dos posibles escenarios citados en la
misma revision:
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a) una mayor vida del foliculo ovulatorio

b) la ovulacién de nuevos foliculos que emergieron (Houghton y col., 1995;
Vifioles y Rubianes, 1998; Barret y col., 2002). Estos dos escenarios limitaron la
posibilidad de encontrar una hora Optima para la IA, lo que podria explicar los bajos
resultados reproductivos de los protocolos largos en base a PG para IATF (Rubianes y
col., 2003 y 2004; Menchaca y Rubianes, 2004).

Estudios de la dindmica folicular mediante la incorporacion de la ultrasonografia
en tiempo real han permitido explicar los motivos de la dispersién de estros. La misma
tiene relacion con la edad del CL y con el estado de desarrollo folicular al momento de
aplicar la PG (Houghton y col., 1995; Vifioles y Rubianes, 1998). Cuanto mas
desarrollado esté el CL, mas demorara la P4 en alcanzar niveles sub-luteales y la oveja
en manifestar estro y ovulacién (Houghton y col., 1995). Vifioles y Rubianes (1998), en
su trabajo observaron 2 respuestas: a) si el foliculo dominante estaba en fase estatica o
de crecimiento al momento de la inyeccion, continué su desarrollo y ovulo; b) si ya
habia iniciado su fase de regresién, se desarrolla un nuevo foliculo de la siguiente onda
folicular que finalmente ovula. En este segundo caso la ovulacion se ve retrasada,
debido a que fue necesario la emergencia de una nueva onda, logrando luego un
tamafo adecuado para culminar con la ovulacion (Rubianes y col., 2003).

Por otra parte Rubianes y col. (2003), demostraron que es posible inducir la
lutedlisis a partir del dia 3 pos-ovulacion en la oveja. Estos resultados fueron
confirmados posteriormente por Contreras-Solis y col. (2009). Este descubrimiento fue
lo que motivo a probar la hipotesis de que acortando los intervalos entre dosis de PG
hasta 7 dias, se podria inducir mayor sincronizacion de estros y ovulacién de la primera
onda folicular (Rubianes y col., 2004; Menchaca y Rubianes, 2004), basandose en que
la segunda dosis de PG fuera aplicada cuando el foliculo dominante esta en fase de
crecimiento (fase luteal temprana), lo que acortaria el intervalo a la ovulacion. Surge de
esta manera el protocolo de sincronizacion de estros denominado Synchrovine®
(Rubianes y col., 2004).

Protocolo en base a PG — Synchrovine®

El protocolo de sincronizacion de estros e IATF denominado Synchrovine®, se
basa en la inyeccién de dos dosis de PG separadas 6 a 8 dias (7 dias en promedio), e
IA entre las 42-48 h de la segunda PG, determinando una sincronizacion mayor al 80 %
de los estros entre las 24 y 48 h luego de la segunda inyeccion de PG y una ovulacién
a las 60 + 1 hora (Rubianes y col., 2004). A pesar de esta gran concentracion de estros
y ovulaciones los resultados de fertilidad obtenidos hasta el momento presentan una
gran variabilidad entre ensayos (Olivera y col., 2006), y han sido significativamente
inferiores a los alcanzados con P4-eCG (Olivera-Muzante y col., 2011a; Vifioles y col.,
2011). En los ultimos afios se han realizado varios experimentos introduciendo diversas
modificaciones al protocolo Synchrovine® con el fin de mejorar los resultados
reproductivos obtenidos cuando es empleada la via cervical con semen fresco (Tabla
1). A tales efectos se evalud el efecto de la categoria animal (Olivera y col., 2004;
2006), el momento de IATF (42 vs. 48 vs. 54 horas pos segunda PG) (Menchaca y col.,
2004; Olivera-Muzante y col., 2011a); la separacion entre dosis de PG (7 vs. 8 dias), la
disminucién de la dosis de PG (160 vs. 80 pg de Delprostenate, Glandinex®, Universal
Lab., Montevideo, Uruguay), la IA 12 h mas tarde de detectado el estro inducido con
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PG, o la inclusion de un anélogo sintético de GnRH al momento de la IATF (Buserelina
im, 8 pg, Receptal®, Universal Lab., Montevideo, Uruguay; Olivera-Muzante y col.,
2011b), 6 previo a éste (Olivera-Muzante y col., 2013). Sin embargo los resultados de
este protocolo no han mejorado en forma significativa hasta el momento.

Tabla 1. Modificaciones realizadas al protocolo de IATF Synchrovine® (dos
dosis de prostaglandina separadas siete dias) y resultados de fertilidad (%) vy

prolificidad obtenidos por diferentes autores.

Protocolo Fertilidad (%) Prolificidad Referencia
Synchrovine® IATF 42 h 372 - Menchaca y col., 2004
Synchrovine® IATF 48 h 292b -

Synchrovine® IATF 54 h 23ab -

Synchrovine® Borregas 372 1.032 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® Ovejas 402 1.19b 2006
Synchrovine® IATF 42 h 27ab 1.092 Fossati y col., 2008
Synchrovine® |IATF 48 h 31b 1.032

Synchrovine® IATF 54 h 263k 1.04°

MAP +eCG IATF 54 h 48* 1,08®

Synchrovine® |IATF 42 h 452 1.092 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® IATF 48 h 512 1.042 2011a
Synchrovine® 8 IATF 42 h 33b 1.022

Synchrovine® 8 IATF 48 h 29b 1.19°

Synchrovine® 50zb 1.132 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® ED. IA 12 h 47zb 1.182 2011b
Synchrovine® + GnRH + IATF 42 h 38° 1.282b

Synchrovine® DA IATF 42 h 422 1.112 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® DB IATF 42 h 24P 1.132 2011b
Synchrovine® 42.62 1.092 Olivera-Muzante y col.,
Synchrovine® + GnRH 24 h 10.2b 1.002 2013
Synchrovine® + GnRH 36 h 33.7° 11.32

Valores con letras diferentes en igual referencia difieren, P< 0,05.
Fertilidad: ovejas gestantes/ovejas sincronizadas; Prolificidad: fetos/oveja gestante; IATF: inseminacién a
tiempo fijo; ED: estro detectado; DA: dosis alta, dos dosis de 160 ug Delprostenate separadas siete dias;

DB: dosis baja, dos dosis de 80 ug Delprostenate separadas siete dias.
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Segun Fierro (2010), las pérdidas reproductivas en ovejas sincronizadas con
éste protocolo parecerian estar asociadas a un ambiente uterino dominado por bajas
concentraciones de P4 durante el periodo de crecimiento del foliculo pre-ovulatorio (CL
de tan sélo 3 a 5 dias), en comparacién con estros espontaneos. Estos hallazgos se
asociaron con una menor TO, concepcion, prolificidad y fecundidad (Fierro y col.,
2011). Esta hipotesis parece ser confirmada por trabajos basicos que utilizan una dosis
de PG durante la fase luteal media a tardia del ciclo estral (penultima 6 Ultima onda, en
lugar de la primer onda folicular; Bartlewski y col., 1999; Gibbons y col., 1999; Letelier y
col., 2011), 6 por trabajos aplicados que incluyen un dispositivo de P4 por 8 dias previo
a la dosis de PG (Loubser y van Niekerk, 1981). En este sentido, la separacién de las
dosis entre PG podria mejorar los niveles de progesterona durante la formacion del
foliculo preovulatorio (Baby y Bartlewski, 2011), y a su vez generar una menor
dominancia en la seleccién folicular.

Considerando lo visto anteriormente, y no reportdndose ensayos que comparen
intervalos entre dosis de PG superiores a 8 dias que permitan recomendar la IATF en
ovinos como protocolo alternativo a los basados en P4-eCG, surge la interrogante
acerca de cual seria el efecto de aumentar este intervalo sobre la respuesta estral y
reproductiva. Segun lo revisado esto provocaria que los foliculos pre-ovulatorios se
desarrollen bajo perfiles de P4 mas adecuados, mejorando asi quizas los resultados de
protocolos de IATF en base a esta hormona (Fierro y col., 2013). Sin embargo para
definir mejor estos nuevos protocolos, es necesario en primer término conocer la
dispersion de estros que esta mayor separacion entre dosis de PG genera.
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HIPOTESIS

Una mayor separacion entre las dosis de PG generara una respuesta
reproductiva diferente segun la separacion establecida.

OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo fue el estudio de diferentes protocolos de
sincronizacion de estros y ovulaciones en ovinos basados en la administracion de dos
dosis de PG con diferentes intervalos de tiempo, con el fin de identificar cuales
posibilitarian realizar IATF en ovinos.

Como objetivos especificos se plantea estudiar en ovejas tratadas con
diferente separacion entre dosis de PG (10, 12, 14 y 16 dias respectivamente):

a) larespuesta estral previa y posterior a la segunda dosis de PG,

b) el porcentaje de ovejas que ovulan, la TO, y los resultados reproductivos
(concepcion, fertilidad, prolificidad y fecundidad) en IA a estro visto inducido por la
segunda dosis de PG,

c) realizar la comparacion en estas variables con ovejas en estro espontaneo pre-
sincronizado.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del ensayo

El experimento fue realizado en la Escuela Agraria “La Carolina” (33°S — 57°0;
Ruta 23 km 162,5; Ismael Cortinas, Flores, Uruguay), durante los meses de marzo y
abril de 2012.

Manejo animal

Se utilizaron 164 ovejas Corriedale multiparas reproductivamente aptas, con
peso vivo promedio de 51,5 KG + 6,2 (media =+ DE) y CC 3,2 £ 0,4 (escala de 0-5;
Russel y col., 1969), las cuales pastorearon todo el ensayo sobre campo natural
(suelos de formacion Cristalino, disponibilidad mayor a 600 KG/MS/Ha). Diez dias
antes del comienzo del ensayo las ovejas se identificaron individualmente por medio de
caravanas numeradas, se dosificaron contra parasitos gastrointestinales (Closantel al
15%, 10 mg/KG sc; Sinsaguay®, Laboratorio Rosenbusch, Montevideo, Uruguay), y
recibieron un bafio de aspersion precaucional contra Damalinia ovis “piojo ovino” con
Pirimifos metil (Elimix®, Laboratorio Nutritec, Montevideo, Uruguay). Se utilizaron 5
carneros Corriedale adultos, clinica y serologicamente libres de Brucela ovis,
manejados en similares condiciones, a los cuales se les realizé una valoraciéon seminal
previa para ser utilizados. Las precipitaciones acumuladas del periodo (marzo-abril)
totalizaron los 69 mm.

Protocolos utilizados

Se conformaron cinco grupos mediante bloqueo por CC y peso vivo (Figura 3).

-Grupos sincronizados con PG (PG10, PG12, PG14 y PG16): dos dosis de un
analogo sintético de PG separadas 10, 12, 14, y 16 dias respectivamente (160 pg/dosis
Delprostenate, Glandinex®, Universal Lab., Montevideo, Uruguay).

-Grupo control (EE): ovejas pre-sincronizadas con dos dosis de PG separadas 8 dias
(idem principio activo) y utilizacién del estro espontaneo natural posterior al inducido.
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Figura 3: Esquema del disefio experimental.
PG10, 12, 14, 16 6 EE: ovejas sincronizadas con dos dosis de un analogo sintético de
prostaglandina F2a (160 ug de Delprostenate/dosis) a intervalos de 10, 12, 14 y 16 dias (Dia 0: dia de
segunda PG), estro espontaneo pre-sincronizado con dos dosis de PG separadas 8 dias. TO, Eco:
evaluacion de tasa ovulatoria o diagnéstico gestacional por ecografia trans-rectal.

Actividades y parametros evaluados

Se evaluo en todos los grupos, mediante el uso de retarjos al 3% (pintados con
tierra de color alrededor del prepucio), la respuesta estral (porcentaje de ovejas en
estro del total de ovejas sincronizadas y dispersion de los estros). Esto se realiz6 cada
24 h desde las 96 h previas a la segunda PG (Dia -4), la deteccion de estro se llevo a
cabo en la tarde (PM: 18:00 — 8:00 h), se apartaban las ovejas que fueron marcadas y
posteriormente se inseminaba soélo las ovejas del grupo EE esa misma mafiana. A
partir de la segunda PG (Dia 0 = dia de la segunda PG), se cambié el color de la tierra
en los retarjos y se realiz6 doble deteccion de estro (AM/PM: desde 8:00-19:00 h y
desde 19:00-8:00 h), cada 12 h, hasta las 120 h (Dia 5). Las ovejas detectadas en estro
inducido luego de la segunda PG 6 estro espontaneo fueron inseminadas en horas de
la mafana, inseminandose las ovejas que mostraron estro la tarde previa y aquellas
gue mostraron estro esa misma mafana (Figura 3).

Se realiz0 colecta de semen de 5 carneros Corriedale mediante vagina artificial,
el cual se evalué macroscépicamente, para su aceptacion se tuvo en cuenta motilidad
en masa (> a 3, escala de 1 a 5; Evans y Maxwell, 1990), volumen (= 0.75 ml), color (=
a DD, escala D a DDD; Evans y Maxwell, 1990) y pureza (sin orina, sangre,
contaminacion externa, etc.). Luego se unificO el semen para minimizar el efecto
carnero y se lo diluyé con leche descremada UHT y antibiéticos (Enrofloxacina 5%;
Baytril®, 250 mg/Lt), dilucion 1+1, dosis inseminante de 100 millones de
espermatozoides/oveja, depositados con pistola de IA cervical Walmur® por via
cervical (segun técnica de Duran del Campo, 1980).
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El porcentaje de ovejas que ovularon en cada grupo y la TO (CLs/oveja que
ovuld) al Dia 10, la concepcion (ovejas gestantes/ovejas inseminadas*100), fertilidad
(ovejas gestantes/ovejas sincronizadas), prolificidad (fetos/ovejas gestantes) y
fecundidad (fetos/ovejas sincronizadas*100), del servicio realizado a estro detectado se
evalu6 mediante ecografia trans-rectal al Dia 35, con transductor lineal de 7,5 MHz y
ecografo ALOKA 500 (Overseas Monitor Corp. Ltd., Richmond, BC, Canadd), utilizando
la metodologia descrita por Vifioles y col. (2010).

Andlisis estadistico
La respuesta estral, la dispersion de los estros, el porcentaje de ovejas que
ovularon, la concepcion y la fertilidad fueron comparadas mediante el test de Chi

Cuadrado. La TO, prolificidad y fecundidad fue evaluada con el Test de Brown. En
todos los casos el nivel de significancia fue de 0,05.
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RESULTADOS

A) RESPUESTA ESTRAL Y DISPERSION OBSERVADA EN LOS ESTROS CON LOS
DISTINTOS PROTOCOLOS DE PROSTAGLANDINA

Los resultados de respuesta estral se presentan en la Figura 4.
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Figura 4: Dispersidn de estros previo y posterior a una segunda dosis de
prostaglandina y total acumulado pos segunda dosis de prostaglandina en diferentes
protocolos de sincronizacion (separacion de 10, 12, 14 y 16 dias entre dosis).

PG10, 12, 14 6 16: ovejas sincronizadas con dos dosis de un analogo sintético de prostaglandina
(160 pg de Delprostenate/dosis) a intervalos de 10, 12, 14 6 16 dias respectivamente.

La dispersion de estros se extendid entre las -96 y las 96 h pos segunda PG en
los grupos de estro inducido con PG. En todos los grupos las ovejas que presentaron
estro entre las -96 y -72 h previas a la segunda PG respondieron luego a esta. Se
observé que el grupo PG16 tuvo, respecto a los demdas grupos, un mayor porcentaje
acumulado de ovejas en estro 48 h previas a la segunda PG, y un menor porcentaje
acumulado 96 h posteriores a este momento (0, 0, 6 y 24 %; 97, 100, 94, y 73% grupos
PG10, PG12, PG14 y PG16 previo y posterior a la segunda PG respectivamente;
(P< 0,05).
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No se observaron diferencias significativas en concentracion de estros entre
grupos entre las 24 y 48 h 6 entre las 48 y 96 h pos segunda PG (74, 59, 58 y 61%; 71,
82, 61 y 58%, grupos PG10, PG12, PG14 y PG16, 24 a 48 y 48 a 96 h
respectivamente; P>0,05). Sin embargo los grupos PG10 (91 %) y PG12 (97 %)
generaron una mayor concentracion de estros entre las 24 y las 60 h pos segunda PG
respecto a los grupos PG14 (73 %) y PG16 (70 %) (P< 0,05), sin diferencias entre ellos
(P > 0,05). El grupo con estro espontaneo mostroé una dispersion total de los estros de
9 dias (dias 13 a 21 pos segunda PG en ese grupo, correspondiente a Dias -3 a 5 en
los demés grupos), con una importante concentraciéon (81 % del total) entre los dias 17
a 19 pos segunda PG (Dias 1 a 3 de los demas grupos).

B) VALORACION REPRODUCTIVA
Los resultados se presentan en la Tabla 2
Tabla 2: Resultados reproductivos de diferentes protocolos de sincronizacion e

IA a estro detectado en base a prostaglandinas (separacion de 10, 12, 14 y 16 dias
entre dosis), y estro espontaneo pre-sincronizado.

GRUPO o(\)/\l:?gl?chnq?OZ) TO CO”‘E;’F;“("” Fer(tf,/';;jad Prolificidad Fec”([,‘/gidad
PG10(n: 33) 972 1,452 22,62 21,92 1.17 % 25,02
PG12(n: 33) 972 1,447 21,22 21,22 1.57% 33,32
PG14 (n: 33) 94 @ 1,39° 54,8 *° 51,5 " 1.40 * 69,7
PG16 (n: 33) 70° 1,352 41,7 30,3 %" 1.30 ® 39,4
EE (n: 32) 1002 1,332 51,5 ™ 51,5 " 1.12 57,6 ™

PG10, 12, 14 6 16: ovejas sincronizadas con dos dosis de un analogo sintético de prostaglandina (160
Mg de Delprostenate/dosis) a intervalos de 10, 12, 14 6 16 dias respectivamente e |IA a estro visto. EE:
ovejas en estro espontaneo presincronizado. Ovejas que ovularon: ovejas con CL/ovejas sincronizadas;
TO: cuerpos liteos/ovejas que ovularon; Concepcidn: ovejas gestantes/ovejas inseminadas; Fertilidad:
ovejas gestantes/ovejas sincronizadas; Prolificidad: fetos/oveja gestante; Fecundidad: fetos/ovejas
sincronizadas.

Valores con letras diferentes en igual columna difieren, P< 0,05.
Valores con igual letra y * en igual columna difieren, 0,05 >P< 0,08.

Se observé un mayor porcentaje de ovejas que ovularon pos segunda PG en
todos los grupos respecto al grupo PG 16 (P< 0,05). No hubo diferencias estadisticas
en TO entre grupos comparados (P >0,05).
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No se observo un efecto “dia de IA” dentro de cada grupo (P> 0,05), por tanto
los resultados reproductivos fueron agrupados. Se observéO una mejor tasa de
concepcion en los grupos PG14 y EE, respecto a los grupos PG10 y PG12 (P< 0,05),
sin diferencias estadisticas entre los grupos PG14, PG16 y EE. Se observd una mayor
fertilidad en los grupos PG14 y EE respecto a los grupos PG10 y PG12 (P< 0,05), y al
grupo PG16 (0.05 >P< 0.08). Existi6 una mayor prolificidad en el grupo PG12 en
comparacién con el grupo EE (P< 0,05), y el grupo PG10 (0,05 >P< 0,08), sin
diferencias con los demas grupos. Finalmente, se determindé una mayor fecundidad en
los grupos PG14 y EE respecto a los grupos PG10 y PG12, y del grupo PG14 respecto
al grupo PG16 (0,05 >P< 0,08), sin diferencias estadisticas con los demas grupos.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo confirman la hipétesis planteada. Una mayor
separacion entre las dosis de PG gener¢ diferencias en respuesta y dispersion de los
estros, porcentaje de ovejas que ovulan, prolificidad, concepcién de los estros, y
eficiencia reproductiva global, entre los grupos planteados, y en la comparacion con
estros espontaneos establecida.

Respecto a la concentracion de los estros, se observO que una menor
separacion de las dosis de PG generé una mayor concentracion porcentual de estros
en cortos intervalos de tiempo. En el intervalo de observacion entre las 24 y las 60 h
pos segunda dosis de PG (periodo de 36 h), iniciaron su estro mas del 90 % del total
de las ovejas tratadas en los grupos PG10 y PG12, en comparacion con tan solo un 70
% promedio en los grupos PG14 y PG16. El grupo PG14 presentd una respuesta estral
acumulada importante (94 %), pero con una gran dispersiéon de los mismos en el
tiempo (desde las 12 a las 96 h pos segunda PG). La diferente concentracion de estros
observada entre grupos podria explicarse por la edad del CL, y/o por el estado de
desarrollo folicular cuando se aplica la segunda PG. Un intervalo entre dosis elevado
(PG14 o PG16, por ejemplo) podria generar poblaciones de ovejas que al momento de
recibir la segunda PG estén con diferente desarrollo o edad luteal (CLs maduros
demoran mas su regresion), o incluso ya en fase folicular, por ende, esto podria
generar una diferente respuesta temporal para inducir la lutedlisis, y/o manifestacion de
los estros y ovulaciones en el tiempo (Houghton y col., 1995). El estado de la poblaciéon
folicular de cada individuo afecta el intervalo al estro (Vifioles y Rubianes, 1998). Si al
momento de inyectar la segunda dosis de PG el foliculo dominante de la onda
(segunda o tercera) esta en fase de crecimiento, el estro y la ovulacion ocurrirdn antes.
Sin embargo, si el foliculo dominante esta en fase estatica o de regresiéon, un nuevo
foliculo deberd emerger y madurar, por lo que el estro y la ovulacion ocurrirAn mas
tarde. En resumen, los grupos PG10 y PG12 presentarian una respuesta estral mayor y
mas concentrada a los efectos de ser considerados para realizar servicio de IATF.

El disefio planteado en este experimento nos permiti6 establecer que un
porcentaje de ovejas evidencié estro espontaneo previo a la segunda dosis de PG
(Figura 4). Las mismas fueron agrupadas en aquellas que lo hicieron entre las 96 y las
48 h previas, y aquellas que lo hicieron entre las 48 h previas y el momento de la
segunda PG (hora 0). Un porcentaje de ovejas del grupo PG14 y PG16 (6 y 24 %
respectivamente) manifestd estro 48 h antes de la segunda PG, y luego no respondi6 a
la misma, determinando una menor respuesta estral acumulada pos segunda PG.
Independientemente del grupo considerado, todas las ovejas que manifestaron estro
entre las 96 y las 48 h previas a la segunda PG respondieron luego a la misma. Esto
estaria en desacuerdo con los trabajos de Acritopoulou y Haresign (1980) y Wiltbank y
Niswender (1992) que afirman que el CL de la oveja es sensible recién a partir del Dia
5 del ciclo estral, y confirmaria los hallazgos de Rubianes y col. (2003) y Contreras-
Solis y col. (2009), quienes determinaron que después de los 2 dias pos ovulacion el
cuerpo lateo seria sensible a una dosis elevada de PG.

La aparicién de un porcentaje elevado de ovejas con estro espontaneo previo a
la segunda dosis de PG, y su diferente sensibilidad a la misma es un resultado a
remarcar. Nuestro disefio experimental no nos permitié saber cuantas y cuales ovejas
respondieron a la primera dosis de PG, y por ende tampoco la duracion del ciclo estral
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inducido por esta primera dosis. Se asume por la raza utilizada, categoria, momento del
afo, y época normal de servicios en ese establecimiento, que todas las ovejas estaban
ciclando al momento de iniciar el trabajo (mediados de marzo; Fernandez Abella,
1993). Es probable que algunas de ellas hubieran estado en estro dos o menos dias
previo a la primer dosis de PG, incluso ese mismo dia. No conociendo ese dato, y
considerando para esta especie una duracion promedio de ciclo estral de 17 dias, con
un rango de 14 a 19 dias (Revision Ungerfeld, 2002a), ello podria explicar la aparicion
de un porcentaje variable de ovejas en estro espontaneo previo a la segunda dosis de
PG. Por otro lado, y aun respondiendo la gran mayoria de las ovejas a la primera dosis
de PG (Acritopoulou y Haresign, 1980), una mayor separacion de las dosis (14 6 16
dias por ejemplo) podria generar, por la duracion minima del ciclo estral definida, la
aparicion en estro espontaneo de alguna de estas ovejas previo a la segunda dosis de
PG. En resumen, la respuesta alcanzada pos segunda PG podria ser dependiente de la
sensibilidad a la primer dosis de PG, y del intervalo entre dosis utilizado. Un mayor
intervalo entre dosis de PG podria generar una respuesta estral acumulada menor pos
segunda PG, es decir menos ovejas en estro para ser inseminadas en estro detectado
o en IATF. En estos intervalos, un modelo experimental de 3 PG que incluya una dosis
7 a 12 dias previos a la “primer PG” aseguraria que todas las ovejas responderian a la
segunda y tercer dosis, y por ende generaria una mayor respuesta estral acumulada.

En relacién al porcentaje de ovejas que ovularon, se observdé que un mayor
porcentaje de ovejas en estro pos segunda PG (de los grupos PG10, PG12 y PG14), se
acompafio también de un mayor nimero de ovejas que ovularon, en comparacion con
el grupo PG16. Ello evidencia que la gran mayoria de las ovejas con estros inducidos
con esta separacién entre dosis de PG ovularon, y que los CL generados se
mantuvieron “ecograficamente visibles” al menos hasta el Dia 10. Por ende, la
respuesta en ovejas que ovularon de cada grupo seria directamente proporcional al
namero de ovejas observadas en estro. Esto coincide con los trabajos realizados con el
protocolo Synchrovine® (de 7 dias de separacion entre dosis de PG) por Fierro y col.
(2011), donde el niumero de ovejas en estro y de ovejas que ovularon no difirié. Por
tanto, las eventuales diferencias en concepcion a estro detectado o en IATF, entre los
grupos de PG aqui comparados, no se deberian en principio a la falta de ovulaciéon de
las ovejas. Por otra parte, no se observaron diferencias estadisticas en TO entre los
diferentes grupos de PG comparados, ni con el grupo EE. El grupo PG12 presento si
una prolificidad mayor que la del grupo EE. Trabajos previos reportan una disminucién
de la TO y prolificidad, en comparacién con el estro espontaneo, administrando la
segunda dosis de PG en la fase luteal temprana (protocolo Synchrovine®; Fierro y col.,
2011). Sin embargo otros autores no reportan efectos detrimentales sobre la TO
(Houghton y col., 1995), o incluso un incremento en la misma cuando la PG es
administrada en la fase luteal media (Letelier y col., 2011). Una menor “dominancia
folicular” en las ondas de la fase lutea media y tardia, respecto a la temprana, pareceria
ser la explicaciéon a estos hallazgos (Vifioles y col., 1999; Seekallu y col., 2010). Los
protocolos de sincronizacion con PG comparados en nuestro trabajo probablemente
generaron ovulaciones provenientes de foliculos de la segunda, de la dltima onda, o de
ambas. Esto ayudaria a explicar la similar TO y prolificidad con el grupo EE.

Por dltimo, y aun teniendo en consideracion el bajo nimero de ovejas utilizado
por grupo, fue posible establecer comparaciones en lo referente a tasas reproductivas
alcanzadas con un servicio a estro detectado. En este sentido, era de sumo interés
conocer cuales eran las diferencias “numéricas” (y estadisticas si las hubiera) entre los
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grupos de estro inducido con PG y el grupo EE. Como resultado, y en términos
globales, una mayor separacion entre las dosis de PG (grupos PG14 y PG16) evidencio
una mejora en la concepcion, fertilidad y fecundidad final al servicio a estro visto (NS en
el caso del grupo PG16), respecto a los grupos de menor separacion entre dosis (PG10
y PG12), y sin diferencias con el grupo EE. Los grupos de menor separacion entre
dosis de PG tuvieron una concepcion, fertilidad y fecundidad significativamente menor
que la del EE. Es de recordar que el grupo con estro espontaneo generado con
presincronizacion tuvo 9 dias de dispersion en sus estros, con lo cual para lograr
resultados similares de eficiencia reproductiva hubo que aumentar mucho los dias de
deteccidn. La eficiencia reproductiva final de cada protocolo (fecundidad: fetos/ovejas
sincronizadas*100) es fuertemente dependiente del porcentaje de concepcion de ese
estro, de la prolificidad, y del nimero de ovejas sincronizadas que finalmente son
servidas (respuesta estral pos segunda PG). Eso determind que el protocolo PG16, con
buenos porcentajes de concepcion y prolificidad, pero menor nimero de ovejas en
estro pos segunda PG, no se diferenciara de los protocolos de menor separacion entre
dosis de PG. La IA a estro detectado dos dias previos a la segunda PG podria
incrementar la eficiencia reproductiva final del grupo PG16. Se plantea entonces la
interrogante de cual podria ser la causa de una mejor concepcion, similar a la del grupo
EE, de los estros generados por los grupos PG14 y PG16. Por un lado la mayor
separacion entre dosis de PG parece asemejarse mas a la duracion normal del ciclo
estral de la oveja, y esto podria estar generando un perfil progesterénico similar al que
acontece en ciclos estrales de duracién normal, con la consecuente generaciéon de
ovulaciones y embriones de mejor calidad (Fierro y col., 2011; 2013). Por otra parte, si
bien nuestro disefio experimental no permite comprobarlo, es probable que un nimero
variable de ovejas que presentaron estro pos segunda PG en los grupos PG14 y PG16
no fueran inducidos por esta segunda dosis de PG, sino que fueran ovejas en estro
espontaneo, con la consiguiente mayor fertilidad natural reportada en algunos trabajos
(Fierro y col., 2011; Duran del Campo y Cash Stirling, 1982).

A modo de sintesis de este trabajo, con un mayor intervalo de tiempo entre las
dosis de PG se podria observar un mayor porcentaje de ovejas en estro previo a la
segunda PG, una menor respuesta estral acumulada pos segunda PG, una menor
concentracion de los estros, un menor porcentaje de ovejas que ovulan, una similar TO
y prolificidad, pero una mejor eficiencia reproductiva global en el servicio via cervical a
estro detectado. Resta por conocer aun cudl seria la respuesta reproductiva al servicio
de IATF de los protocolos de sincronizacién en base a PG aqui comparados. Esto
implicara no solo considerar la informacion de concentracién de estros pos segunda PG
generada en este trabajo, sino también determinar la hora de ovulacién promedio y su
desvi6 en cada grupo de ovejas.
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CONCLUSIONES

a) Los protocolos PG10 y PG12 presentaron una mejor respuesta estral pos
segunda PG respecto a los protocolos PG14 y PG16. Por tanto se concluye que serian
los protocolos de eleccion a evaluar en programas de IATF.

b) El uso de protocolos de PG con separaciones de 10, 12, 14 y 16 dias no
alteraria la TO en comparacion con el estro espontaneo.

c) Los protocolos PG14, PG16 y EE tuvieron una respuesta reproductiva
superior al servicio de IA a estro detectado via cervical con semen fresco, respecto a
los protocolos PG10 y PG12, sin diferencia entre ellos. Por tanto se concluye que
serian los protocolos de eleccién en programas de IA via cervical con semen fresco y
estro detectado.
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