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RESUMEN

La administracion de progestagenos es el método mas utilizado como
tratamiento para la sincronizacion de celos y ovulaciones en ganado ovino. En
esencia, su aplicacion deprime la secreciéon de LH y, con ello, impide el crecimiento
terminal y la ovulacién de foliculos preovulatorios; una vez retirado el tratamiento,
se produce la aparicion del celo, el pico de LH y la ovulaciéon de forma controlada y
sincronizada. Sin embargo, y a pesar de su amplio uso, los tratamientos
progestativos presentan varios inconvenientes. Por una parte, han sido
identificados como agentes depresores de la fertilidad; por otro, su uso se
encuentra cada vez mas limitado debido, tanto a regulaciones sobre residuos
hormonales de diferentes paises, como a criterios de bienestar animal.

Es por ello por lo que en el presente trabajo de tesis doctoral se plantea
como objetivo la identificaciéon y desarrollo de protocolos de sincronizacion de
celos y ovulaciones que tengan en consideracion la mejora del bienestar animal y
la disminucién de residuos hormonales, investigando los efectos obtenidos al
reducir el tiempo de exposicion a los progestagenos en los protocolos hormonales
y la utilizacion de otro tipo de dispositivo intravaginal basado en progesterona
natural (CIDR).

En una primera fase experimental se evalud el efecto de la reduccién en el
tiempo de tratamiento con progestagenos (acetato de fluorogestona o FGA),
concretamente, de 14 a 7 dias, y la posible influencia del fotoperiodo, la raza y la
aplicacion de PGF2q al inicio o final del tratamiento en el caso de los tratamientos
cortos. Para ello se determind el porcentaje de gestacion y la prolificidad en tres
grupos de tratamiento (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada,
Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFz« al inicio + eCG a la retirada, Grupo
Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGF2« y eCG a la retirada). Durante el fotoperiodo
decreciente, el porcentaje de gestaciones fue semejante en los tres grupos (grupo
control o tratamiento largo 76,7%, grupo Corto-PG 90,0% y grupo PG-Corto 80%).
En lo referente a la prolificidad tampoco hubo diferencias significativas entre los
tres grupos (grupo control 2,45+1,06, grupo PG-Corto y 2,76+1,05 y grupo Corto-
PG 2,30+1,07). En el fotoperiodo creciente, los resultados tampoco difirieron
significativamente entre grupos, en fertilidad (grupo control 80%, grupo PG-Corto
79,2% vy grupo Corto-PG, 59,1%), aunque la reducciéon de fertilidad en el
tratamiento Corto-PG en el fotoperiodo creciente, respecto del decreciente si fue
significativa. La prolificidad tampoco varié significativamente en este fotoperiodo
(grupo control 2,42+1,10, grupo PG-Corto 2,53+1,12 y grupo Corto-PG 2,15+1,14).
Por lo tanto, la aplicacion de tratamientos con dispositivos intravaginales
impregnados con progestagenos puede ser reducida de los 14 dias utilizados en los
tratamientos clasicos a 7 dias, siempre que se acompafien de la administracion de
prostaglandina, ya que se obtienen similares tasas de gestacion y prolificidad.
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Resumen

En una segunda fase experimental se compararon los mismos métodos de
sincronizacion de celos que en la fase experimental anterior, pero profundizando
en los aspectos mas fisioldgicos referentes a la funcionalidad ovarica, hipofisaria y
respuesta al tratamiento de sincronizacidn tras la implementacién de los distintos
protocolos hormonales en la época favorable reproductiva (fotoperiodo
decreciente).

En cuanto al porcentaje de animales que salieron en celo en las primeras
72h tras la retirada del dispositivo vaginal observamos un 100% (9/9), vs. 63,6%
(7/11) vs. 90,0% (10/11) para los grupos control o largo, PG-Corto y Corto-PG,
respectivamente, sin diferencias significativas, pero con tendencia en el caso del
grupo con peor resultado (PG-Corto; P=0,069). El tiempo medio de salida en celo
medido en horas fue similar entre los grupos (35,1h vs. 43,4h y 48h tras la retirada
de los dispositivos vaginales), mientras que el rango de tiempos en el que las
ovejas salian en celo (indicador de agrupacion) era menor en el tratamiento Corto-
PG (48h) respecto del tratamiento PG-Corto (62h).

En cuanto a la dindmica folicular, se observo principalmente, que el grupo
de tratamiento Corto-PG daba lugar a un mayor reclutamiento y desarrollo
folicular que resultaba en mas foliculos medianos al final de la fase folicular, en
comparacion con el otro grupo de tratamiento corto (PG-Corto). En lo que respecta
a la fase luteal y el porcentaje de ovulacion no se observaron diferencias
estadisticas en cuanto al nimero medio de cuerpos luteos /oveja, aunque la
distribuciéon del nimero de cuerpos luteos si que vari6 significativamente entre
grupos, con mas animales con 3 CL entre los grupos cortos (57,1% en Corto-PG y
43,5% en PG-Corto) respecto del grupo control o largo (11,1%); a cambio, se
observaron menos animales con 4 CL en los grupos de protocolos cortos (0 versus
22.2%). Finalmente, también se observdé una menor concentracion de P4 en el
grupo PG-Corto (1,02+1,06 ng/ml) respecto de los niveles observados en el grupo
Corto-PG (2,11+£2,82 ng/ml), o grupo control o tratamiento largo (2,01+1,82

ng/ml).

Por lo tanto, el estudio en profundidad de la funcionalidad ovarica e
hipofisaria en fotoperiodo decreciente demostré patrones endocrinos y de
crecimiento y funcionalidad folicular similares en los tratamientos clasicos
basados en 14 dias de tratamiento progestativo y los basados en 7 dias con
aplicacion de prostaglandina a la retirada del progestageno (protocolo Corto-PG) y,
en ambos casos, mejores que en los tratamientos basados en 7 dias con aplicacion
de prostaglandina a la insercion del progestageno (protocolo PG-Corto). Por el
contrario, en fotoperiodo creciente, el protocolo Corto-PG se relacioné con una
menor tasa de salida en celo; este hallazgo pone de manifiesto la necesidad de
futuros estudios pero podria relacionarse con la presencia de cuerpos luteos con
baja respuesta a prostaglandinas en anestro.
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En la tercera fase experimental se estudio la utilizaciéon de dos dispositivos
con diferentes progestativos (progestagenos en esponjas intravaginales con FGA y
con progesterona en dispositivos CIDR) aplicados en un protocolo clasico de 14
dias, con eCG a la retirada de los mismos durante la estacion reproductiva
(fotoperiodo decreciente). El porcentaje de gestaciéon no difirié entre grupos
(61,7% vs. 51,6% para el grupo FGA y CIDR, respectivamente; P>0,05), ratificando
la adecuaciéon del nuevo dispositivo probado en base a progesterona natural.
Ademas, se comprob6 un menor porcentaje de pérdidas del dispositivo (4,4% vs.
1,9% para el grupo FGA y CIDR, respectivamente; P>0,05) y un practicamente nulo
porcentaje de dispositivos CIDR que producian secreciones malolientes (1%),
respecto de las clasicas esponjas intravaginales, con mas de un 70% de ellas donde
si se producen.

En la ultima fase experimental se valoraron las posibles diferencias en la
respuesta con dos dispositivos con diferentes progestativos (progestagenos en
esponjas intravaginales de FGA y progesterona en dispositivos CIDR) aplicados en
el protocolo Corto-PG. En época de fotoperiodo creciente se demostro una eficacia
semejante del CIDR respecto a las esponjas, en cuanto a porcentaje de
presentacion de celos (100% en ambos casos), y al ritmo de presentacion de celo y
funcionalidad ovarica e hipofisaria (liberaciéon de LH y pico de LH). Durante el
fotoperiodo decreciente tampoco observamos diferencias en el porcentaje de
ovejas que salieron en celo, ni en el tiempo medio en mostrarlo. Sin embargo, se
observo un agrupamiento mayor en la presentacion del celo en el grupo tratado
con el dispositivo CIDR, pero una menor liberacion de estradiol al principio de la
fase folicular y un menor nivel de progesterona durante la fase luteal (5,94+1,42
ng/ml frente a 4,34+1,96 ng/ml, respectivamente), sin estar éstos por debajo de
los niveles fisioldgicos esperados en las correspondientes fases del ciclo.

En definitiva, el analisis conjunto de los experimentos anteriores nos lleva a
corroborar la idoneidad de la utilizacién de protocolos de sincronizacion de celo
cortos de 7 dias, siempre que se combinen con la administracion de
prostaglandina. Ademas, en el caso de los dispositivos CIDR, habiendo corroborado
una similitud en la capacidad de sincronizacion y fertilidad, se suman las ventajas
de la mejora en el bienestar animal, la reduccién de pérdidas de los dispositivos
por parte de los animales sincronizados y la posibilidad de su reutilizacion tras su
esterilizacidn, por lo que este protocolo podria convertirse en una herramienta
alternativa cuya incorporacién en el manejo reproductivo de los rebafios ovinos
favoreceria los resultados de fertilidad de una forma natural, sin costo excesivo y
siendo de facil aplicacion por parte de productores no tecnificados.
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Summary

SUMMARY

Progestogen administration is the most frequently used method as estrus
and ovulation synchronization treatment in sheep. In essence, its application
depresses the secretion of LH and, thereby, prevents the terminal growth of
preovulatory follicles and their ovulation; once the intravaginal dispensers are
withdrawn, the onset of estrus, LH peak and ovulation occur. However, despite its
wide use, progestagen treatments have several disadvantages. On the one hand,
they have been identified as fertility reducers; On the other hand, its use is being
increasingly limited due to both hormone administration reduction and to animal
welfare regulations in Animal Production.

Therefore, the present work had as objective the identification and
development of protocols of estrus and ovulation synchronization in sheep that
take into consideration the improvement of the animal welfare and the reduction
of hormonal residues, focusing on the specific effects observed by reducing the
exposure time to progestogen treatments and other intravaginal releases based on
natural progesterone (CIDR).

In a first experimental phase, the effects of the reduction in the time of
treatment with progestagen (fluorogeston acetate or FGA) intravaginal dispensers,
namely, during 14 (long treatment) versus 7 days (short treatment), and the
possible influence of photoperiod, breed and application of PGF2, at the beginning
or at the end of treatment in the case of the short treatments were explored. The
percentage of gestation and prolificacy were evaluated in three treatment groups
(Control group: progestagen treatment during14 days + eCG at withdrawal of the
dispensers, Group PG-Short: treatment during 7 days + PGF2, at dispenser
application + eCG at the dispensers withdrawal and the Group Short- PG with
treatment during 7 days + PGF2q and eCG at the dispensers withdrawal. During the
decreasing photoperiod, the percentage of gestations was similar in the three
groups (control group or long treatment: 76.7%, group Short-PG: 90.0% and PG-
Short: 80%). Similarly to gestation percentage, there were no significant
differences between the three groups in the prolificacy (control group 2.45 * 1.06,
PG-Short 2.76 + 1.05 and Short-PG group 2.30 + 1.07 lambs/ewe).

During the growing photoperiod, the results did not differ significantly
between groups either in fertility or prolificacy (control group 80%, group PG-
Short 79.2% and group Short-PG, 59.1%), although fertility reduction in the short-
PG treatment during the growing photoperiod, with respect to the fertility in this
group during the decreasing photoperiod was significant.

Prolificacy neither changed significantly during this photoperiod (control
group 2.42 * 1.10, PG-Short group 2.53 * 1.12 and Short-PG group 2.15 + 1.14
lambs/ewe).
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Summary

Therefore, the application of treatments with progestagen-impregnated
intravaginal release may be reduced from the conventional 14 days to a length of 7
days, only if they are accompanied by the administration of prostaglandin, since
similar rates of gestation and prolificacy are achieved.

In a second experimental phase, the same estrus synchronization protocols
as in the previous experimental phase were applied during the decreasing
photoperiod, with the aim at deepening in the more physiological aspects of the
ovarian and pituitary function.

The percentage of ewes that showed heat during the first 72 hours after the
removal of the release were similar among groups [100% (9/9) vs. 63.6% (7/11)
vs. 90.0% (10/11) for the long groups, PG-Short and PG-Short, respectively]. The
mean time to show estrus was also similar among the three groups (35.1h vs. 43.4h
and 48h after the withdrawal of the vaginal release for the three groups,
respectively), while the time range in which the sheep showed heat was shorter
after the short-PG treatment (48h) than after the PG-short treatment (62h).

Regarding the follicular dynamic, we observed that the Short-PG treatment
group showed a greater recruitment and follicular development rate that resulted
in more medium follicles at the end of the follicular phase, compared to the other
short treatment group (PG-Short). Regarding the luteal phase and the ovulation
percentage, no statistical differences were observed in the mean number of corpus
lutea (CL)/sheep, although the distribution of the number of Cls did vary
significantly among groups, with more animals with 3 CL in the short groups
(57.1% in Short-PG and 43.5% in Short-PG) when compared to the animals of the
long group (11.1%); In contrast, fewer animals had 4 CLs in the short groups (0%
versus 22.2%). Finally, a lower concentration of progesterone (P4) in the PG-Short
group (1.02 = 1.06 ng / ml) was observed with respect to the levels observed in the
Short-PG group (2.11 * 2.82 ng/ml) or in the control group (2.01 + 1.82 ng/ml).

Therefore, the study of the ovarian and pituitary function during the
decreasing photoperiod demonstrated a similar endocrine and follicular growth
patterns and functionality after the conventional 14 days progestagen treatment to
those observed after the 7 days treatment with application of prostaglandin at the
dispenser removal (Short-PG). Moreover, results were better in the long group and
the Short-PG group than after the short treatment with the prostaglandin at the
beginning of the protocol (PG-Short). In contrast, during the increasing
photoperiod, the Short-PG protocol was associated with a lower rate of estrus
detection; this fact could be related to the presence of CLs with low response to
prostaglandins during anestrus but future studies on this issue are needed.

In the third experimental phase the differences in fertility after a classic
protocol of 14 days, using two different intravaginal devices (FGA-progestogens in
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the intravaginal sponges and progesterone in CIDR releases) with eCG at the
withdrawal of the releases during the reproductive season were explored. The
percentage of gestation did not differ between groups (61,7% vs. 51,6% for the
FGA and CIDR group, respectively, P>0.05), confirming the suitability of the new
natural progesterone device tested. In addition, a lower percentage of lost devices
were observed (4,4% vs. 1,9% for the FGA and CIDR group, respectively, P>0.05)
and a very reduced percentage of CIDR releases that caused malodor (1%),
compared to the classic intravaginal FGA-sponges, with more than 70% of them
impregnated with malodorous secretions.

In the last experimental phase, the differences in the reproductive outcomes
after the Short-PG protocol using two different intravaginal devices (progestogens
in the intravaginal sponges and progesterone in CIDR releases) were explored.
During the increasing photoperiod, a similar efficacy was shown for the CIDR
group in relation to sponges, in terms of percentage of estrus (100% in both cases),
in terms of mean time to estrus onset, and regarding the ovarian functionality
(estradiol concentration during the follicular phase) and the pituitary function (LH
release and peak of LH).

During the decreasing photoperiod, we also did not observe differences in
the percentage of estrus, or in the mean time for showing heat. However, a more
intense grouping effect was observed in the group treated with CIDR devices, but a
lower release of estradiol at the beginning of the follicular phase and a lower
secretion of progesterone during the luteal phase (5.94 + 1.42 ng/ml vs. 4.34 + 1.96
ng/ml, respectively). However, these decreased values were not below the
physiological levels expected at each corresponding cycle stage.

Finally, the joint analysis of these experiments leads us to corroborate the
appropriateness of the use of the short synchronization protocols of 7 days based
on progestogen/progesteron intravaginal release, as long as they include the
administration of prostaglandin. In addition, in the case of CIDR release, once
demonstrated their similar synchronization and fertility capacity, the advantages
of improved animal welfare, the reduction of losses of the release and the
possibility of their reuse after sterilization should be added. Therefore, such a
protocol could become an option in sheep herds, improving maintaining fertility
outcomes in a more natural way, without excessive cost and being easy to be
applied by non-specialized producers.
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Revision Bibliografica

1 Revision bibliografica
1.1 La importancia del ganado ovino

La mayoria de los tratadistas coinciden en sefialar que la domesticacion de
la especie ovina (Ovis aries) tuvo lugar en Asia Menor y Asia Central en el periodo
Neolitico, extendiéndose posteriormente a Europa y Africa del Norte. A la
Peninsula Ibérica la oveja llegaria, probablemente, hacia el quinto milenio a.C. por
las costas mediterraneas, europea y africana, accediendo posteriormente ovinos de
lana larga y gruesa, procedentes de Europa Central, aportados por la invasion de
los celtas alrededor del siglo VII a.C. (Buxadé, 1996; Daza Andrada, 2002).

Los ovinos domésticos han sido explotados desde la antigiiedad para la
produccion de lana y pieles para el vestido y de leche y carne para el alimento. El
interés zootécnico de la especie se basa en su eficacia para aprovechar zonas
aridas y semiaridas de bajas disponibilidades forrajeras, zonas de monte de
topografia accidentada y subproductos y residuos de cultivos agricolas. La
capacidad de pastoreo y un reducido formato corporal son caracteres que
permiten a los ovinos satisfacer sus necesidades nutritivas mas facilmente que
otras especies de mayor tamafio en superficies de escasos recursos alimenticios
y/o de dificil acceso (Buxadé, 1996; Daza Andrada, 2002).

La explotacidon ovina se justifica, ademas, por motivos medioambientales,
comerciales y sociologicos (Daza Andrada, 2002). El pastoreo racional de las zonas
de monte es un instrumento eficaz para prevenir incendios, y el aporte de las
deyecciones al suelo lo enriquece en materia organica potenciando el desarrollo
vegetal y evitando fendmenos de erosion. No cabe duda, por lo tanto, que el ganado
ovino, explotado bajo férmulas extensivas o semiextensivas de produccion,
contribuye al mantenimiento de los ecosistemas (Daza Andrada, 2002; Mollard,
2002). Por otro lado, es una especie con razas perfectamente adaptadas a la
producciéon animal intensiva que permiten una gran rentabilidad de dichos
sistemas, ofreciendo estabilidad en oferta de mano de obra en zonas rurales
(Hernandez et al,, 2011; Elvira et al., 2013).

Los productos que genera son de extraordinaria calidad alcanzando en el
mercado precios elevados (corderos lechales, quesos artesanales e industriales,
prendas para vestir de las industrias textil y peletera), por lo tanto, es de
relevancia en todo el mundo: en los paises en vias de desarrollo es un elemento
fundamental en las economias de subsistencia y, en los desarrollados, frena la
despoblaciéon humana del campo ayudando al mantenimiento del medio rural y la
devastacion del campo por incendios (Daza Andrada, 2002).

En el siguiente apartado vamos a repasar, brevemente, la situacion del
sector ovino en el contexto mundial, en la Union Europea y en Espafia, como
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introduccion a la revision bibliografica dedicada a la reproduccién en ovino que
integra este trabajo.

1.2 El ganado ovino en el mundo

Segun los ultimos datos oficiales de la FAO (FAOSTAT, 2015), el censo ovino
mundial estd en torno a los 1.200 millones de cabezas, desigualmente repartidas
segun continente (Figura 1). De éstas, alrededor del 70% se destinan a la
produccion carnica, mientras que el 30% son ovejas lecheras. Se estima por tanto
que la produccién carnica es la principal en esta especie, dedicandose a este fin,
casi las tres cuartas partes de las reproductoras ovinas existentes.

Distribucion del censo mundial ovino por continentes

Oceania 8% R
Africa 28%

Cabezas Europa 11%

Continente

(en millones)
Asia 549,6
Africa 340,5
Europa 130,3
Oceania 102,4 América 7%
América 87,1 Asia 45%

Figura 1. Distribucidn continental del censo ovino (FAOSTAT, 2015)

Las maximas fracciones censales corresponden a Asia, que cuenta con el
mayor censo a nivel mundial (45%), tanto para la produccién carnica, como
lechera. El principal pais productor es China, con 134 millones de ovejas
destinadas a la produccion carnica y 43,8 millones de ovejas lecheras (FAOSTAT,
2015).

El segundo continente productor de ganado ovino es Africa, donde se
encuentra el 28% del censo total. La mayor parte de la produccién ovina en el
continente africano se situa en Nigeria y Sudan, que cuentan con 40,5 y 39,8
millones de ovejas, respectivamente (FAOSTAT, 2015).

Europa es el tercer continente en censo de ovejas (11%). La mayor parte del
censo se destina a la producciéon carnica (69,1%). Reino Unido es el mayor
productor con 23,8 millones de cabezas, seguido de Espafia con 16,5 millones de
cabezas y Rumania, con 10 millones de cabezas (FAOSTAT, 2015).
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Oceania presenta un 8% del censo mundial total, explotando s6lo ovino de
carne, repartiéndose casi la totalidad de los efectivos por igual entre Australia
(70%) y Nueva Zelanda (29%); mientras que la minima presencia censal se
produce en América, siendo Brasil (17,6 millones de cabezas) y Argentina (14,7
millones de cabezas) los mayores productores de carne ovina (FAOSTAT, 2015).

Los pequefios rumiantes participan en gran medida en la denominada
“economia de subsistencia”, que es fundamental en los paises en vias de desarrollo,
ya que cuentan con un 65% del censo mundial ovino. En estos paises su
importancia no es sélo la que deriva de sus datos censales, sino también de su
relevancia social, ya que los pequefos rumiantes (ovino y caprino) tienen escasos
requerimientos y una gran capacidad para transformar subproductos y residuos
agricolas y domésticos en carne, lana, pieles y leche (Gutierrez-A, 1985; Buxadé,
1996).

También en Europa se considera que el ganado ovino tiene un papel
relevante en la fijacion de mano de obra y poblacion humana en regiones
desfavorecidas, dado que sus caracteristicas fisioldgicas y de manejo permiten su
explotacion en medios mas desfavorables para otros rumiantes mas selectos como
los bovinos. Los ovinos son capaces de pastar y mejorar las formaciones vegetales
de la estepa de matorral mediterraneo; cuentan con un periodo de lactancia
reducida (3-4 meses) lo que aminora las necesidades hidricas, permitiendo una
mejor adaptaciéon a climas aridos. Tienen asimismo la capacidad de realizar
diariamente desplazamientos largos sin disminuir su productividad (Meuret, 2006;
Poux et al., 2009). De hecho, tal y como se puede apreciar en la figura 2, mas del
90% del censo de ovino en Europa se sitia en zonas desfavorecidas.
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% Explotaciones % Animales
90% -
80% -
70% -
60% -
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40% -+
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20% -
o £l B
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Vacas Bovino Ovejas y Vacas Bovino Ovejas y
lecheras carne cabras lecheras carne cabras
o Zonas o Otras
desfavorecidas zonas

Figura 2. Distribucion, en Europa de las explotaciones y censo de distintos rumiantes entre zonas clasificadas o
no como desfavorecidas (RICA, 2003)

1.3 El ganado ovino en la Union Europea?

Seguin los ultimos datos disponibles, el censo ovino total de la Unién
Europea asciende a 86,6 millones de cabezas, de las cuales el 28% corresponden al
Reino Unido y el 19% a Espafia, contando también con censos apreciables Rumania
(12%), Grecia (10%), Francia (8%), Italia (8%) e Irlanda (4%), de modo que estos
siete paises integran el 89% del censo global.

1 patos previos al Brexit

2 COMMISSION REGULATION (EC) No 1911/2005 of 23 November 2005
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DISTRIBUCION DEL CENSO DE OVINO POR PAISES EN LA UE-28

Cabezas
(en
millones) Irlanda 4% Alemania 2%
. ’ Portugal 2% Bulgaria 2%
Reino Unido | 23,9 Francia %~ | / Hungria 1%
o //_Holanda 1%
Espafia 16,8 Italia 8% >~ Resto 3%
Rumania 10,06
Grecia 8,9 Grecia 10%
Italia 7,1
Francia 7,05
Irlanda 3,3
Portugal 2,02
Alemania 1,6 Rurmania 12% Reino Unido 28%
3

Bulgaria 1,3
Hungria 1,1
Holanda 1,03 Espafia 19%
Resto 2,5

Figura 3. Distribucidn del censo de ovino por paises en la UE-28 en el 2015 (EUROSTAT, 2016)

El respeto al medio ambiente es uno de los pilares del desarrollo sostenible,
y una de las prioridades de la UE en la busqueda de una agricultura multifuncional
al servicio de sus ciudadanos, siendo ademas un elemento clave para la lucha
contra el cambio climatico. La aplicacién de principios de gestion sostenible de los
recursos naturales y los residuos generados por la actividad primaria, en
particular, la ganaderia, es la respuesta a esta creciente demanda ambiental
(Martin et al., 2004).

Esta situacion se concreta con la creciente exigencia por parte de los
consumidores de que los productores de alimentos de origen animal respeten un
codigo ético, y lleven a cabo practicas de manejo no contaminantes, lo que se
conoce como productos “clean, green and ethical” (Martin & Kadokawa, 2006).

El desarrollo de una politica medioambiental comunitaria en el ambito
ganadero nace como consecuencia del crecimiento de la poblaciéon y de la
necesidad de garantizar la seguridad alimentaria a la sociedad, que provocaron
importantes cambios en los sistemas de produccién agraria (Macri et al., 2006).

En el sector ganadero, las explotaciones extensivas evolucionaron a
sistemas de produccion intensivos, en donde se incremento la carga ganadera. Esta
transformacion de la ganaderia también ha ido acompafiada de un cambio de su
mapa de distribucidén, apareciendo en ciertas zonas una alta concentracion
ganadera, que constituye una causa de determinados problemas
medioambientales (MAGRAMA, 2015).
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A nivel comunitario, la normativa medioambiental actual ya incluye la
ganaderia dentro de su regulacidn, especialmente las explotaciones intensivas de
algunas especies y, dentro de estas, las granjas de mayor tamafio. Asi mismo, en
distintos Convenios Internacionales, como los Protocolos de Kyoto y de
Gotemburgo, se contempla al sector ganadero en general como una actividad
potencialmente contaminante y por tanto sujeta a regulacion (MAGRAMA, 2015).

Estas normativas representan para el sector ganadero el cumplimiento de
una serie de compromisos que tienen un marcado caracter técnico y para su
aplicacion necesitan un desarrollo tecnolégico especifico a nivel de las diferentes
zonas agro-climaticas, teniendo en cuenta, ademas, los condicionantes especificos
de nuestros sistemas productivos. Por otra parte el caracter difuso de las
emisiones ganaderas dificulta su medicion en las granjas, que también se ve
limitado por condicionantes de tipo sanitario (MAGRAMA, 2015).

1.4 El ganado ovino en Espaina

La llegada de la oveja doméstica procedente de Asia a nuestra peninsula
tuvo probablemente lugar desde Africa. Las primeras referencias a ovinos con una
antigiiedad de 3.700 afos las encontramos en los grabados murales del Valle de las
Batuecas de Salamanca, y ya en la época de los fenicios y romanos la lana
procedente de las ovejas de nuestra peninsula era muy apreciada (Cambero
Munoz, 1999). Segin diversos datos historicos recopilados por Daza-Andrada
(2002), el censo ovino espafiol ocup6 desde la Alta Edad Media un lugar destacado
en el contexto europeo, siendo el maximo productor y exportador de lana fina
desde finales del siglo XIII hasta la segunda mitad del siglo XIX.

Posteriormente, el censo se fue reduciendo drasticamente debido a factores
politicos, socioldgicos, técnicos y comerciales entre los que cabe destacar, por un
lado, la reduccién de la superficie de pastos y cultivos forrajeros derivada de la
politica proteccionista de la postguerra hacia los cultivos cerealistas; por otro, la
revolucion industrial que provoco la emigracion de jovenes pastores a las areas
industriales y finalmente, la caida del precio de la lana o el aumento progresivo del
coste de la mano de obra (Daza Andrada, 2002). Sin embargo, la entrada en la
Unién Europea, deficitaria en carne de ovino, provocé un incremento censal ante
las buenas previsiones comerciales que también ocasion6 un incremento del censo
de ovejas productoras de leche (Sanchez-Rodriguez, 2011).

La cabafia ganadera ovina espafiola es una de las mas importantes de la
Unién Europea. Ocupa el segundo lugar en produccion de carne y lana y es el tercer
pais productor de leche de oveja, inmediatamente por detras de Grecia y Rumania.
Las cinco comunidades auténomas con mas censo de esta especie engloban el
78,4% del mismo y son: Extremadura (20,9%), Castilla y Leén (18,4%), Castilla La
Mancha (15,3%), Andalucia (13,2%) y Aragén (10,6%) (Figura 4).
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CCAA. Animales EVOLUCION CENSO DE OVINO POR CC.AA.
Andalucia 2.234.496
Aragén 1.789.434 Galicla 1,4% _ Madrid 0,6% . Pais Vasco 1,6%

Murcia 6,4% . o
Asturias 59.562 Extremadura 20,9% La Rioja 0,7%
Navarra 3%
Baleares 301.726 \ _~Valencia 1,7%
Canarias 54.862
Andalucia

Cantabria 76.163 13,2%

Catalufia

Castilla La Mancha | 2.574.817 33% )

Castillay Leon 3.099.116
Cataluiia 562.992 Aragén
10,6%
Extremadura 3.521.437 ) 0.6%
Galicia 229.854 ) _ Asturias
0,4%
Madrid 103.680 Castillay Ledn
18,4% | Baleares
Murcia 1.080.013 Cantabria 1,8%
0,5% 4
Navarra 509.187 Canarias 0,3%
Pais Vasco 272.362 Castilla La Mancha
15,3%
La Rioja 119.792
Valencia 292.880

Figura 4. Distribucidn del censo de ovino en Espaiia por Comunidades Auténomas (SITRAN, 2016)

A pesar de que Espafia se mantiene como el segundo pais de la UE en cuanto
a censo de ovino, éste ha experimentado en la ultima década un descenso de mas
de 7 millones de cabezas, siendo 16.882.373 el total de animales censados a 1 de
enero de 2016, de los cuales, 12.550.441 son hembras reproductoras, segun datos
del MAGRAMA (Figura 5).

49



Revisién Bibliografica

EVOLUCION CENSO OVINO 2006-2015

30.000.000

1

20.000.000

10.000.000

Afio Animales
Dic-06 22.451.627
Dic-07 22.194.257
Dic-08 19.952.282
Dic-09 19.718.195
Dic-10 18.551.642
Dic-11 17.002.787
Dic-12 16.339.374
Dic-13 16.118.586
Dic-14 15.431.804
Dic-15 16.522.956

Figura 5. Evolucién del censo de ovino en Espaiia entre los afios 2006 y 2015 (MAGRAMA, 2016)

En cuanto al nimero y estructura de explotaciones, en los afios precedentes
se ha venido produciendo un notable descenso, pasando de 122.694 explotaciones
registradas en el afio 2007 a 107.754 registradas en el afio 2012. No obstante, los
ultimos datos apuntan a una recuperacion, de forma que en enero del afio 2016 ya

se han podido contabilizar 116.296 explotaciones de ovino (Figura 6).

Afo Explotaciones
Ene-07 122.694
Ene-08 121.178
Ene-09 114.979
Ene-10 110.745
Ene-11 107.754
Ene-12 107.128
Ene-13 111.787
Ene-14 114.902
Ene-15 | 116.319
Ene-16 116.296

EVOLUCION EXPLOTACIONES OVINO 2007-2016
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115000 \\ /y&
110.000  ~ 4
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Figura 6. Evolucion del nimero de explotaciones de ovino en Espaiia entre el aiio 2007 y el afio 2016 (SITRAN,

2016)
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El sector de los pequefios rumiantes en el Estado Espafiol representa el
8,6% de la produccion final ganadera. Este sector tiene un importante papel en la
vertebracion del territorio, aprovechamiento de los recursos naturales, asi como
un papel esencial en asegurar la cohesion del tejido rural y el uso sostenible de
habitats en las zonas donde se asienta.

En consecuencia, el sector ovino en Espafa experimenta un descenso
acusado en general, que se hace mas patente en el caso del ovino de carne. Esta
continua crisis se ha agravado aun mas si cabe, en los ultimos afios, por las
drasticas subidas de precios de las materias primas utilizadas para la alimentacion
del ganado, el reducido nivel de precios de los productos que sufre el productor, el
escaso consumo de carne de ovino por habitante en continuo declive, la falta de
relevo generacional en este sector y los problemas sanitarios, en general, como la
lengua azul o el scrapie, que afectan de manera directa e indirecta a la produccion,
incluso a la demanda de productos animales, por parte de la poblacion (Romero-
Gonzalez et al.,, 2008; Lahoz et al., 2010).

A esto, hay que sumarle la baja productividad numérica, entendiendo como
tal el nimero de corderos producidos por oveja y afio y los cambios respecto a la
Politica Agraria Comunitaria (PAC), que trata de incentivar los sistemas de
producciéon extensivos, por ser, tradicionalmente, la forma madas habitual de
explotacion de este tipo de ganado y por su notable incidencia socioecondmica y
medioambiental (Garcia Alvarez-Coque, 2004). Si bien esto ultimo es cierto, no lo
es menos que estos sistemas de produccion animal presentan escasa rentabilidad,
lo que hace peligrar la viabilidad de las explotaciones de este tipo y su
sostenibilidad (Santamaria et al.,, 1998).

1.5 Descripcion de las razas de interés para el presente trabajo

La raza lacaune es una raza de origen francés. Con un censo de 1,29
millones de ovejas (lo que supone un 20% de la cabafa ovina francesa), ocupa la
primera posicion entre las razas ovinas de Francia. Esta dividida en dos ramas
principales con distintas aptitudes: produccion de leche y produccién de carne, con
un 65% y un 35% de hembras, respectivamente. Sin embargo, las hembras del
sector lacteo han sido utilizadas durante mucho tiempo para la reposicion de
hembras del sector carnico (Perret et al., 1995).

En 1975, a partir de la experiencia en mejora genética para la produccion de
leche de la Cooperativa de Inseminacion Artificial OVI-TEST, y a peticion de los
socios especializados en la produccion de carne, comenzé un programa de
selecciéon y multiplicacion, gestionado por la UPRA-LACAUNE (Unité Nationale de
sélection et de promotion de la race Lacaune), con el principal objetivo de
aumentar la prolificidad, dejando la produccion de leche como un caracter
adicional (Barillet et al., 2001).
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El establecimiento de un esquema de seleccién para mejorar la prolificidad
de las ovejas hizo aparecer un determinismo genético de caracter “prolificidad”
basado en la segregacion de una mutacion con un fuerte efecto dentro de la
poblacién lacaune. La creacion de familias experimentales a partir de ovejas
supuestamente portadoras de esta mutacion, confirmé la existencia de un gen
mayor con efectos sobre la tasa de ovulacién y la prolificidad, el BMP-15 (Bone
Morphogenetic Protein 15), relacionado con la superfamilia del TGF-
(Transforming Growth Factor ) (Bodin et al, 2007).

Es a partir de los afios ochenta y noventa, mediante este esquema de
seleccién y multiplicacién, cuando esta raza empieza a difundirse y a llegar a
muchos paises, entre ellos Espafia, donde su difusion ha sido progresiva debido a
su buena adaptabilidad a los medios secos y calurosos peninsulares y a los
sistemas productivos espafioles. Igualmente, posee una reconocida calidad en la
producciéon carnica con la obtencion de corderos con un alto indice de
transformacién en cebadero y muy buena calidad de la canal (Jounou et al., 2004).

Esta raza agrupa a animales de color predominantemente blanco, con
individuos que pueden presentar coloraciones en negro, de perfil plano, tamafio
grande y con el vellon que se extiende por toda la superficie corporal, dejando al
descubierto las extremidades, la parte inferior del tronco y la cabeza. Los pesos
medios de las hembras oscilan entre 70 y 80 kg y los de los machos entre 95y 110
kg (Fuentes et al.,, 2000).

La raza segureifia es originaria de las zonas serranas de la Vega del Segura,
en las provincias de Albacete, Jaén, Granada y Almeria. Se extiende por todo el
sureste de Espafia (Valencia, Alicante, Murcia, Sur de Almeria y Malaga). Su
elevado censo la constituye como una de las razas ovinas nacionales mas
importantes (FEAGAS, 2010).

Son ovinos de marcado dimorfismo sexual, perfil subconvexo, acornes en
ambos sexos, tamafio medio y proporciones ligeramente alargadas, con un vell6n
semicerrado de lana entrefina y color blanco uniforme, de reducida extension
(Fuentes et al.,, 2000).

Esta raza es de aptitud carnica, pero se encuentra estrechamente
emparentada con la manchega, de aptitud lactea, lo cual le confiere muy buenas
cualidades lecheras para criar dos corderos. Destaca por su elevada rusticidad, que
le permite vivir en un medio inaccesible a otros animales. Esta adaptada a un clima
continental riguroso y extremo, y una pluviometria préxima a los 350 1/m?
anuales, pero mal distribuida a lo largo del afio, que hace que el periodo vegetativo
de los pastos quede reducido a unos pocos meses (FEAGAS, 2010).
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La raza romanov es originaria de Rusia, de la cuenca alta del rio Volga, al
noroeste de Moscu, y a diferencia de la mayoria de las razas europeas y americanas
que son producto de cruzamientos y seleccidn, ésta es una raza genéticamente
pura, lo cual hace que transfiera un vigor hibrido mucho mayor que cualquier otra
(Fuentes et al., 2000).

Es una raza con prolificidad, vitalidad y habilidad materna muy
sobresalientes. De hecho se considera la raza mas prolifica que existe. Ademas, los
ovinos romanov demuestran una rusticidad, vigorosidad sexual y productividad
excepcional (Fuentes et al., 2000).

Son animales pequefios y de color gris o negro sucio. La cola es corta y este
caracter se transmite a su F1 en los cruzamientos. Es acorne tanto en machos como
en hembras y tiene las orejas levantadas y puntiagudas (Fuentes et al., 2000).

La F1 proveniente de los respectivos cruces entre machos romanov y ovejas
de razas lacaune y segurefa tiene como caracteristicas principales un marcado
incremento de la prolificidad y de las caracteristicas maternales sin perder la
rusticidad y la adaptacion al medio en el que se desenvuelven (Flox & Daza, 2000).

1.6 Fisiologia de 1la reproduccion. Ciclo estral y control
neurodendocrino

El ciclo estral estd asociado a una secuencia de sucesos endocrinos
interrelacionados y que estan principalmente regulados por el eje hipotalamo-
hipéfisis-gonadal. El hipotalamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). La hipéfisis produce hormona foliculoestimulante (FSH), hormona
luteinizante (LH), prolactina y oxitocina. Los foliculos ovaricos antrales secretan
estrogeno e inhibina y el CL secreta progesterona y oxitocina, mientras que el
endometrio uterino se encarga de la produccién de prostanglandina Faq
(Scaramuzzi et al., 1993).

El desarrollo y maduracion de los foliculos ovaricos, asi como la
esteroidogénesis, ovulacion y formacion del CL, estan controladas principalmente
por las gonadotropinas hipofisarias, que a su vez, dependen de la secrecion de
GnRH. La regulacion de la secrecion y biodisponibilidad de estas hormonas
depende de una compleja interaccion entre varios factores internos y externos
(Bartlewski et al, 2011). Entre los principales factores internos se encuentran
aminodacidos producidos localmente, esteroides ovaricos, hormonas tales como la
inhibina, activina y folistatina, agentes neurotransmisores y neuromoduladores.
Los factores externos principales son las sefales fotoperiddicas, las feromonas
masculinas, asi como la nutricién y el estrés, también conocidos por afectar la
funcion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (Menassol et al.,, 2012). La regulacion
se puede lograr directamente, a través de los efectos de la secrecion de GnRH
desde el hipotalamo hipofisario, o indirectamente, por alteracién de la capacidad
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de respuesta de la hipdfisis a la GnRH o de la sensibilidad del ovario a las
gonadotropinas (Bartlewski et al., 2011).

La GnRH u hormona liberadora de gonadotropinas, es un decapéptido
sintetizado por neuronas especializadas del hipotalamo. Esta hormona es
sintetizada y almacenada en granulos que son transportados por axones que se
dirigen hacia la zona externa de la eminencia media (Seeburg et al., 1987; Fink,
1988). Posteriormente es liberada en pulsos sincronizados hacia el sistema portal
hipofisario y su secrecidon esta regulada por las concentraciones de esteroides
gonadales tales como progesterona y estradiol (Clarke & Pompolo, 2005). Estos
pulsos estimulan la biosintesis y secrecion de FSH y LH por parte de las células
gonadotropas de la adenohipéfisis (Fink, 1988).

Las gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH) son hormonas de naturaleza
glicoproteica, resultantes de la asociacion de dos subunidades (a y ) sintetizadas
por las células gonadotropas del 16bulo anterior de la hip6fisis (Childs, 2006).

La FSH es la encargada de estimular el desarrollo folicular ovarico, actuando
a nivel de las células de la granulosa del foliculo y estimulando la activacion de las
aromatasas, las cuales terminan el proceso de sintesis desde androstenediona
hasta estradiol (Hsueh et al., 1984).

En el caso de la LH, existen dos patrones funcionales distintos de secrecion
en la oveja, controlando cada uno de ellos diferentes aspectos de la funcioén ovarica
(Geschwind & Dewey, 1968; Arthur & Pearson, 1989).

La secrecion de LH pulsatil o ténica ocurre durante todo el ciclo en
respuesta a la liberacion de GnRH y es importante para la esteroidogénesis ovarica,
estimulando la sintesis de androstenediona por parte de las células de la teca
interna durante el desarrollo folicular. La descarga preovulatoria de LH, que se
produce inmediatamente después del celo, es la responsable de inducir la
ovulacion y la formacion y mantenimiento del CL (Niswender et al,, 1981; Hansel &
Convey, 1983a; Arthur & Pearson, 1989; Rawlings & Cook, 1993; Goodman, 1994).

La aparicion del pico preovulatorio de LH va acompafiada de una descarga
de FSH, produciéndose una segunda descarga entre las 20 y las 36 horas
siguientes. Durante el ciclo estral también se produce una elevacion de las
concentraciones de FSH cada 4-5 dias, asociada a la aparicién de ondas foliculares
(Souza et al., 1997; Bartlewski et al.,, 2000; Evans et al.,, 2000; Ginther et al, 2000) .

Las hormonas esteroideas ovaricas son los productos de secrecion folicular
mejor conocidos. Hay tres tipos de esteroides producidos en los foliculos ovaricos,
todos ellos derivados del colesterol: las progestinas, los androgenos y los
estrogenos.
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La pregnenolona es la progestina mas importante del foliculo, al ser la
precursora del resto de hormonas esteroides. Sin embargo, la mas conocida es la
progesterona (P4), intermediaria en la sintesis de otros esteroides y producida a
nivel ovarico por la teca interna del foliculo en el periodo periovulatorio y por el
CL en el post-ovulatorio. Su funciéon principal es preparar el utero para la
implantacion del embrion y el mantenimiento de la gestacion (Hansel & Convey,
1983a; Gore-Langton & Armstrong, 1994; Reynolds & Redmer, 1999).

El foliculo es una fuente significativa de andrégenos ovaricos, de manera
que la androstenediona y la testosterona son precursores inmediatos de los
esteroides estrogénicos, estrona y estradiol, respectivamente.

Los estrdgenos (estradiol y estrona), son los esteroides mas importantes a
nivel fisioldgico, y cuya sintesis se realiza en las células de la granulosa, a través de
la aromatizacion de la androstenediona. El estradiol induce la fase de receptividad
sexual o celo durante el ciclo sexual de las hembras de los mamiferos (Gore-
Langton & Armstrong, 1994). Asimismo, controla la secrecién de la FSH por medio
de un mecanismo de retroalimentacion (Padmanabhan, 2002).

La activina, la inhibina y la folistatina son péptidos producidos,
principalmente, en las células de la granulosa del foliculo ovarico. Regulan el
crecimiento folicular controlando la liberacion de FSH. La activina y la inhibina son
dimeros que constan de una subunidad a y dos (. La inhibina tiene como funcién
suprimir la produccion y la secrecion de FSH, mientras que la activina tiene el
efecto contrario (Ying, 1988).

La folistatina, es un mondmero que se une a la subunidad 8 de la activina y
de la inhibina, modulando su accién sobre la secrecion y liberacion de FSH
(Robertson, 1992; Phillips & de Kretser, 1998).

Entre los principales factores de crecimiento implicados en la actividad
ovarica destacan los siguientes: el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformador 8 (TGF-f3), los factores
de crecimiento hematopoyético (citoquinas) y el factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF). Estos factores, estan directamente involucrados en la regulacion de
la proliferacion y diferenciacion celular (Monget & Monniaux, 1995; Webb et al,
1999).

Las prostaglandinas son hormonas derivadas del acido araquidénico. La
mas importante para el mantenimiento de la ciclicidad sexual es la prostaglandina
F24 (PGF24). Su principal fuente de produccion es el endometrio uterino (Thatcher
etal, 1995).

En las etapas finales del ciclo estral, se produce una sintesis de receptores
endometriales, mientras que la oxitocina, proveniente del CL, estimula la
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produccion de PGFzq (Flint et al, 1986; Thatcher et al., 1995). Posteriormente, la
PGF;, sintetizada por las glandulas endometriales uterinas es transportada por un
mecanismo de contracorriente, mediante anastomosis, desde la vena uterina hasta
la arteria ovarica para ejercer su accion luteolitica por disminucion del flujo
sanguineo local, con la consiguiente disminucién de la producciéon de P4
(Knickerbocker et al., 1988; Stellflug et al., 1997; Juengel & Niswender, 1999).

1.6.1 Fases del ciclo estral

El ciclo estral comunmente se divide en dos fases atendiendo a los procesos
que tienen lugar en el ovario: la fase luteal y la fase folicular. La fase folicular tiene
una duracion de 2-3 dias y se caracteriza por la exhibicion del comportamiento
sexual y la receptividad al macho (periodo de 24-40 horas denominado celo), el
pico preovulatorio de la LH y la ovulacién. La transicion de la fase folicular a la
luteal se marca por la ovulacion e incluye el desarrollo del CL que produce P4. Esta
fase también incluye la luteolisis, propiciada por la prostaglandina Fzq (PGF24). Sin
embargo, la transicion de la fase luteal a la folicular es mas compleja. Si la oveja
queda gestante, el CL persistira durante toda la gestacion (Gordon, 1996).

Fase folicular

La fase folicular incluye proestro y estro. El proestro seria el periodo
inmediatamente anterior al comportamiento estral y se caracteriza por la
disminucién de las concentraciones séricas de P4, a consecuencia de la regresion
del CL (Senger, 2003) y un aumento significativo de estradiol (E2), producido por
los foliculos en desarrollo, ademais de un marcado incremento en la actividad
secretora de todo el sistema reproductivo. El utero se alarga, el endometrio
comienza a edematizarse y las glandulas uterinas incrementan su numero. La
mucosa vaginal se vuelve hiperémica, el nimero de capas celulares en el epitelio
vaginal aumenta y la capa superficial se cornifica (Abecia & Forcada, 2011).

El estro se corresponderia con el periodo inmediatamente posterior, con el
periodo de aceptacion del macho, de receptividad sexual, de aproximadamente 36-
40 horas. Las glandulas secretoras vaginales, cervicales y uterinas secretan mayor
cantidad de mucus, el endometrio y la vagina se congestionan y el cérvix se relaja.
En la oveja, la ovulacion ocurre normalmente de forma inmediata y espontanea,
antes del final de esta fase, alrededor de las 24 y 48 horas del inicio del celo, siendo
mas tardia en razas prolificas (Goodman, 1994), pudiendo llegar a oscilar entre las
18 y las 72 horas, con una media de 36 horas, en funcion de la edad, la raza y la
estacion (Goodman, 1994).

En la fase folicular tiene lugar el crecimiento final y la maduracion de los
foliculos ovulatorios. Como ya se ha indicado, los foliculos preovulatorios secretan
altas cantidades de E2 (Arthur & Pearson, 1989), hormona que estimula el centro
hipotalamico generador de pulsos de la GnRH. El aumento de la liberacion de
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GnRH inducir3, a su vez, un incremento en la frecuencia de liberacién de pulsos de
LH, hasta alcanzar un pico de liberacidn, conocido como descarga preovulatoria de
LH, que actia como desencadenante de la ovulacion. Este pico preovulatorio
provoca cambios en las paredes del foliculo, determinando su ruptura y la
consiguiente liberacion del oocito, 18-24 horas mas tarde (Chemineau et al.,, 2010;
Bartlewski et al, 2011). La ovulacién marca la transicion de la fase folicular a la
luteal (Gordon, 1996).

Fase luteal

La fase luteal incluye metaestro y diestro. La fase de metaestro se produce
inmediatamente después del estro y es el periodo durante el cual las células de la
granulosa y la teca del foliculo roto proliferan y se transforman en células
luteinicas que llenan el antro del foliculo (luteogénesis), en un proceso que dara
origen a un cuerpo hemorragico y, finalmente, al CL (Keyes & Wiltbank, 1988). El
estimulo de la LH es necesario para el crecimiento inicial del CL y la diferenciacion
celular. En esta fase se produce una marcada reduccion de la actividad secretora de
la mucosa vaginal, cervical y uterina (Bartlewski et al, 1999; Niswender et al,
2000).

El diestro es el periodo del ciclo estral donde el CL madura completamente
y constituye un tejido glandular totalmente funcional, secretando altas cantidades
de P4. Entre 3 y 4 dias después de la ovulacion, el CL tiene un diametro de 6 a 8
mm, alcanzando su maximo diametro de 11 a 14 mm, 6 dias después. Es en este
momento cuando la secrecion de P4 por parte del CL alcanza niveles maximos y
permanece en valores altos durante toda la gestacién, en caso de que ésta se
produzca. La progesterona, junto con los estrogenos basales, mantendra un
feedback negativo sobre los pulsos liberadores de GnRH y sobre la liberacion de
gonadotropinas (McNeilly, 1984). En caso de no producirse la gestacion, entre los
dias 12 y 15 después de la ovulacion, las glandulas endometriales uterinas
secretan un agente luteolitico, la prostaglandina Fzq, que es transportada a traveés
de la vena uterina y los vasos linfaticos hasta la arteria ovarica, determinando la
pérdida de actividad bioldgica y la atrofia luteal de forma abrupta, produciéndose
una nueva fase folicular (Knickerbocker et al, 1988; Gordon, 1996; Bartlewski et
al, 1999; Einer-Jensen & Hunter, 2005).

1.6.2 Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso por el que se producen el crecimiento y la
maduracion de los foliculos, desde su estado primordial (con unos 100 um de
diametro) hasta el ovulatorio (> 4 6 5 mm, dependiendo de la tasa de ovulacién) y
que en la oveja tiene una duracion aproximada de 180 dias. La funcién de cada
foliculo es proporcionar el soporte necesario para que el oocito que contiene
alcance su maximo potencial y pueda unirse con el espermatozoide para producir
un embrion viable. Para ello, las células somaticas del foliculo son vitales en el
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crecimiento y desarrollo del mismo, asi como en el control de la maduracién
nuclear y citoplasmatica del oocito en los foliculos seleccionados para ovular
(Cahill & Mauleon, 1981).

En el ovario de las ovejas jovenes existe una reserva de entre 40.000 y
300.000 foliculos primordiales con 5-6 células de pregranulosa y sin red capilar
sanguinea alguna, que permanecen en un estado de quiescencia a la espera de un
desarrollo posterior. Una vez que se inicia el crecimiento ya no hay vuelta atras y
no pueden retornar al estado de quiescencia, de forma que el siguiente estadio de
desarrollo son los foliculos primarios, formados por oocitos rodeados de una capa
de células de la granulosa (Driancourt, 1991). Existe una evolucién continua de
foliculos primordiales a foliculos primarios y posteriormente, a secundarios o
preantrales, que ya presentan de 2 a 3 capas de células de granulosa (Driancourt,
1991; Fortune, 2003). También se produce en ellos la diferenciacion de las células
de la teca a partir de las células del estroma ovarico, de manera que forman una
capa de células aplanadas alrededor de la membrana basal del foliculo. En una
oveja existen unos 4.000 foliculos secundarios comprometidos simultaneamente,
que tienen diametros que oscilan entre 0,03 y 0,1 mm; por esta razdn, su
desarrollo no depende de las gonadotropinas hipofisarias.

Durante esta fase de desarrollo las células de la granulosa adquieren
receptores FSH y las de la teca receptores LH, con lo que la actividad de sintesis de
esteroides parece ser adquirida en la fase preantral del desarrollo folicular aunque
no se expresa hasta la fase antral. El desarrollo de estos foliculos se basa en un
estimulo de la division celular donde, algunos factores de crecimiento, en
particular el IGF y el EGF, producidos en las células de la granulosa y la teca,
respectivamente, juegan un papel muy activo (Abecia & Forcada, 2011; Bartlewski
etal,2011).

El siguiente estadio de desarrollo folicular es el de foliculos con respuesta a
las gonadotropinas, conocidos como foliculos terciarios o antrales, y cuyo
desarrollo se ve estimulado por la LH y FSH (Campbell et al, 1995). Estan
sometidos a una cierta atresia, de manera que hay a la vez unos 25 foliculos
antrales, con un tamafio de 1 a 2,5 mm de didmetro, en una oveja. Estos foliculos
tienen receptores LH en las células de la teca, las cuales producen andrégenos a
partir del colesterol, mientras que las células de la granulosa tienen receptores
FSH y producen estradiol a partir de los andrégenos sintetizados por las células de
la teca por un proceso de aromatizacion (Abecia & Forcada, 2011; Bartlewski et al,
2011).

Los foliculos, a partir de este estadio de desarrollo, se convierten en la
fuente mas importante de sintesis de esteroides ovaricos durante el ciclo sexual, en
respuesta a la LH y a la FSH. Esta capacidad sintética aumenta conforme lo hace el
tamafio y la funcionalidad de los foliculos. Los factores de crecimiento, asi como la
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activina y la inhibina producidas en las células de la granulosa influyen en la
funcionalidad de los foliculos antrales. La IGF y la activina potencian la accién FSH
en la aromatizacion, mientras que la EGF la deprime. Paralelamente, la IGF y la
inhibina potencian la accién LH de las células de la teca mientras que la EGF y la
activina la deprimen (Abecia & Forcada, 2011; Bartlewski et al., 2011).

Al avanzar el desarrollo folicular, los foliculos antrales se transforman en
foliculos preovulatorios o foliculos de Graaf, mediante la formacidon completa del
antro y la diferenciacion funcional y pasando a convertirse en foliculos
dependientes de gonadotropinas. Una oveja puede presentar entre 1 y 8 foliculos
preovulatorios cuyo tamafo oscila entre 2 y 5 mm de didmetro. Los foliculos
preovulatorios tienen elevados requerimientos de FSH y esto hace que sea el
estadio folicular mas vulnerable a la atresia, que se produce cuando las
concentraciones plasmaticas de FSH son menores de 1 ng/ml o cuando las de LH
son elevadas superando los 5 ng/ml. En la fase final del desarrollo de los foliculos
preovulatorios que no sufren atresia, tiene lugar la expresion de los receptores LH
también en las células de la granulosa donde LH y FSH actian de manera sinérgica
en la actividad aromatasa para producir grandes cantidades de estradiol en la fase
folicular del ciclo estral (Abecia & Forcada, 2011; Bartlewski et al., 2011).

El nimero de receptores LH en las células de la teca aumenta para producir
el sustrato androgénico de la aromatizacion. En este sentido, los foliculos
preovulatorios son las victimas de la actividad del foliculo ovulatorio, muy sensible
a la FSH y con una alta secrecion de E2 (que da lugar al comportamiento de celo y
que precede al pico preovulatorio de LH) y de inhibina (Webb & Engeland, 1982).
Esta ultima en particular ejerce una fuerte retroalimentacion negativa a nivel
hipofisario, induciendo una reduccién de la sintesis de FSH por debajo del umbral
critico de supervivencia requerido por los foliculos preovulatorios. El niimero de
foliculos que alcanzan este estadio de desarrollo en el ciclo sexual de la oveja, con
un tamafio de unos 6 mm de diametro, esta determinado por la tasa de ovulacion
intrinseca de la raza, que habitualmente oscila entre 1 y 2 pero que puede
aumentar considerablemente en las razas prolificas (Campbell et al., 1995; Webb
etal, 1999). Este fendmeno por el que el foliculo ovulatorio impide el desarrollo de
los foliculos preovulatorios se conoce con el nombre de “dominancia folicular”.

Este foliculo ovulatorio puede ser capaz de ovular, siempre y cuando se
encuentre en fase folicular y se produzca, paralelamente, un pico preovulatorio de
LH (Driancourt et al., 1988; Price & Webb, 1989); en caso contrario, este foliculo
entra en proceso de atresia, dando paso al desarrollo de otro foliculo reclutado del
grupo de foliculos que responden a las gonadotropinas, que reemplaza la anterior
(Campbell et al., 1995).
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1.6.3 Dinamica folicular en la oveja

La dinamica folicular es un proceso continuo de crecimiento y regresion de
foliculos antrales, que finaliza en la ovulacion o en la atresia (Lucy et al., 1992).

El desarrollo de la ecografia transrectal adaptada para la especie ovina ha
permitido observar que la seleccion y crecimiento de los foliculos se realiza de
forma continua a lo largo del ciclo sin evidencia firme de presentar un patrén
organizado de crecimiento y regresion durante el mismo (Schrick et al, 1993;
Lopez-Sebastian et al, 1997; Adams, 1999). Estudios posteriores han descrito el
desarrollo de ondas primarias y secundarias, que se suceden de forma continua.
Las ondas primarias son aquellas en las que se evidencia un foliculo dominante y
tienen lugar en la fase luteal temprana y en la fase folicular del ciclo y las ondas
secundarias, aquellas donde no hay presencia de un foliculo dominante y que se
producirian de forma continua durante la fase luteal media (Adams, 1999; Vinoles
et al, 1999; Evans et al, 2000; Evans, 2003). Cada una de estas ondas esta
compuesta por tres etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia (Goodman &
Hodgen, 1983).

El reclutamiento es la capacidad de un grupo de foliculos para responder a
la accién de las gonadotropinas hipofisarias, en particular, los patrones de
secrecion de FSH son los que determinan los procesos de crecimiento y
reclutamiento foliculares (Picton et al., 1990; Driancourt, 1991; Adams et al., 1992;
Webb et al,, 1999).

La seleccion es el proceso por el cual algunos de los foliculos reclutados son
capaces de continuar su crecimiento hasta estadios preovulatorios mientras la
mayoria entran en atresia (Webb et al, 1999). Este proceso lo inician los foliculos
en crecimiento, que secretan E2, inhibina y folistatina, provocando un descenso en
la liberacion de FSH (Gibbons et al, 1997; Gibbons et al, 1999; Padmanabhan,
2002).

La dominancia es la etapa en la que culmina el proceso de seleccién, donde
uno o unos pocos foliculos adquieren mayor tamafio y caracteristicas funcionales
que permiten aumentar su propio crecimiento a la vez que inhiben el crecimiento
de los restantes (Webb et al., 1999).

Esta etapa puede ser ejercida a dos niveles. El primero se denomina
sistémico, indirecto o pasivo, y se ejerce a través de la reduccién de los niveles de
FSH hasta niveles muy bajos; los foliculos no dominantes entran en atresia y
desaparecen. Este efecto se produce por un mecanismo de retroalimentacion
negativa que ejercen la inhibina y el E2 secretados por los foliculos de mayor
tamafio (Martin et al, 1988; Driancourt, 1991). El segundo se denomina local,
directo o activo, y consiste en un efecto inhibitorio directo sobre el crecimiento de
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los foliculos menos desarrollados, a través de la secrecién de sustancias en la
sangre que reducen la sensibilidad de estos foliculos a la FSH (Gonzalez-Bulnes et
al, 2004).

Las oleadas de crecimiento folicular aparecen durante el ciclo estral,
durante el anestro estacional y durante la gestacion. Normalmente la oveja
presenta tres oleadas de crecimiento y 4 oleadas en la cabra, aunque estan
publicadas variaciones entre ciclos (Menchaca et al, 2010). En este sentido,
Ginther et al,, en 1995, sefialan un nimero medio de 4 ondas foliculares en ovejas
de la raza Polipay; otros estudios como el de Leyva et al,, en 1998, describen un
numero menor de ondas (2 en el 21% de los animales y 3 en el 79%) en ovejas de
la raza Suffolk (Ginther et al.,, 1995; Leyva et al., 1998).

Cada oleada de crecimiento folicular esta precedida de un incremento en la
concentracion de FSH. Tras el reclutamiento, normalmente uno y a veces dos o tres
foliculos contindan creciendo y adquieren un didmetro =5 mm, mientras que el
resto de foliculos medianos (4-5 mm) y pequefos (2-4 mm) entran en atresia. El
foliculo/s mas grande ovula o regresa y una nueva oleada de crecimiento emerge
con un intervalo entre oleada de 5 dias (rango 3-7d) (Menchaca et al., 2010).

1.6.4 Ovulacioén, crecimiento y desarrollo del cuerpo luteo

La ovulacion es un proceso consistente en la ruptura de la pared del foliculo
ovulatorio y la liberacion de su contenido, incluyendo el oocito maduro, para dar
lugar a un CL (Pineda, 1989).

En el foliculo ovulatorio pueden distinguirse cinco capas celulares, que son,
desde la mas externa a la mas interna: la superficie epitelial, la tinica albuginea, la
teca externa, la teca interna y el estrato granuloso, que consta de unas cinco a siete
capas de células, excepto en donde las células forman una base para la
sustentacion del oocito denominada cumulus oophorus. Asimismo, existe una
membrana basal que separa a las células de la granulosa de la teca interna (Espey,
1994).

El oocito maduro secreta un factor que permite la expansion de las células
del cumulus oophorus y precede al proceso de ovulacion propiamente dicho.
Paralelamente las células de la granulosa empiezan a sufrir cambios funcionales
que reducen considerablemente su capacidad para producir E2. Esto a su vez
estimula la expresion de enzimas con capacidad para degradar el colageno, la
elastina, los proteoglucanos, etc., que participan activamente en la ruptura folicular
y, por tanto, en la ovulacion. Estos cambios son inducidos, principalmente, por la
LH hipofisaria. El inicio de estos pasos previos a la ovulacién varia entre las
diferentes especies de mamiferos (Espey, 1994). En el caso de la oveja su inicio
ocurre entre 21y 33 horas después del comienzo del celo (Stellflug et al.,, 1997).
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En caso de que el foliculo dominante alcance la ovulacién, dara lugar a un
CL, en un proceso continuo e ininterrumpido de luteinizacion (Smith et al., 1994)
que requiere de la rapida conversion de un foliculo predominantemente productor
de estrogenos a un CL predominantemente productor de P4 (Bowen-Shauver &
Telleria, 2003), hormona esencial para la implantacién del blastocisto y el
mantenimiento de la gestacion (Keyes & Wiltbank, 1988). El CL se desarrolla en un
proceso en el que las células foliculares de la teca se transforman en células
luteales pequefias, mientras que las de la granulosa pasan a ser las células luteales
grandes. Ademas, el CL secreta, en pequeflas cantidades, péptidos tales como
relaxina, oxitocina, vasopresina e inhibina (Field, 1991).

En caso de que no se produzca gestacion, el CL sufrira regresion y dara paso
a una nueva ovulacion. Por ello, la dindmica de crecimiento del CL se describe
como un patrén de crecimiento y regresion (Jablonka-Shariff et al., 1993; Reynolds
et al, 1994; Reynolds & Redmer, 1999). En la oveja, el CL tiene un peso inicial de
30 a 40 mg, inmediatamente después de la ovulacidn, y alcanza un peso de 750 mg
en, aproximadamente, 12 dias después de la ovulacion (Baserga, 1985; Reynolds et
al, 1994). En general, el peso del CL esta relacionado positivamente con el tamafio
corporal en las diferentes especies de mamiferos, pero, por el contrario, existe una
relacidn inversa entre el tamafio del CL y el nimero de CLs (Reynolds et al., 1994).

El mantenimiento de la funcion luteal se debe principalmente a la accion de
la LH y la hormona de crecimiento (GH); sin embargo, existen otras sustancias
involucradas, tales como el IGF-], la PGE2 y la PGIz, que también incrementan la
produccion de P4 (Juengel & Niswender, 1999).

Cuando no se establece la gestacion, desde el endometrio se inician los
procesos que conducen a la lisis del CL. Esta se produce por la accion de la PGF, la
cual se sintetiza y libera en el endometrio uterino. La produccion de PGF24 es, a su
vez, inducida por la oxitocina sintetizada por el CL, la cual ejerce su accidn a través
de receptores localizados a nivel del endometrio materno (Wathes & Lamming,
1995).

Estos procesos que tienen lugar durante la luteolisis coinciden con la fase
de crecimiento de una onda folicular, el conjunto de ambas constituyen la fase
folicular del ciclo sexual. Esta se caracteriza por una disminucion de los niveles de
P4, que dan lugar a una mayor liberacion de LH; necesaria para el desarrollo,
maduracion y ovulacion del foliculo ovulatorio. Por el contrario, si no se produce la
luteolisis, los altos niveles de P4 mantienen en niveles basales (pulsos de baja
frecuencia) las concentraciones de LH; en consecuencia, el crecimiento del foliculo
seleccionado se desacelera, sufriendo un proceso de atresia que conduce a la
aparicion de una fase de reclutamiento folicular y una nueva onda de desarrollo
folicular (Lopez-Sebastian et al., 1997; Adams, 1999).

62



Revision Bibliografica

1.6.5 Ciclo sexual y estacionalidad en la oveja

En el proceso reproductivo intervienen tres elementos basicos: el
hipotalamo, la hipdfisis y las génadas. Estas tres estructuras se relacionan entre si
de manera muy estrecha para asegurar los diferentes acontecimientos que tienen
lugar en el ciclo sexual de la oveja. El objetivo del ciclo sexual es la formacién de
oocitos maduros y la preparacion del aparato genital para instaurar la gestacion si
se produce la fecundacion. Todo ello se consigue mediante el gobierno
hipotalamico y la modulacién que ejercen otros factores externos, tanto el
fotoperiodo como el nivel nutricional, o incluso, los condicionantes sociales dentro
del rebafio (Abecia & Forcada, 2011).

La mayoria de los mamiferos en la vida silvestre expresan variaciones
estacionales en sus caracteristicas reproductivas, adaptandose a las condiciones y
ciclos de su medio natural, distribuyendo los nacimientos de una forma mas o
menos marcada a lo largo del afio. Segin especies esta denominada
“estacionalidad” es de diferente intensidad, siendo especialmente marcada en las
ovejas y las cabras (Chemineau et al., 2008).

La domesticacidn de estas especies no ha implicado una modificacién de los
patrones estacionales de reproduccién mostrados por estos animales en la vida
salvaje, cuyo objetivo es que los corderos y los cabritos nazcan al final del invierno
o principio de la primavera, el periodo mas favorable del afio para garantizar la
supervivencia de la progenie (Chemineau et al, 2008; Abecia et al,, 2012). Esto
condiciona, ya dentro de los sistemas productivos, cambios en la disponibilidad de
los productos frescos derivados del ovino y caprino (carne, leche y queso), lo cual
explica la relevancia que tiene dentro de la produccion animal, la caracteristica
estacionalidad reproductiva en ambas especies.

Precisamente uno de los rasgos mas importantes de la reproduccién ovina
es la estacionalidad. Los patrones de actividad reproductiva en la oveja adulta, no
gestante, estan dominados por dos ritmos distintos. Uno de ellos es un ciclo estral
de 16-17 dias de duracion, con una media de 16,8 + 0,3 dias (Acritopoulou et al,
1977). El otro es un ritmo anual de ciclicidad ovarica caracterizado por el cese
(anestro) y restauracion (estacion reproductiva) de ciclos ovaricos ovulatorios
(Legan & Karsch, 1979; Bartlewski et al., 2011).

Pese a ello en el periodo de transicion entre el anestro y la actividad sexual
(final de verano), los ciclos cortos son bastante comunes. Esto es debido a que el
cuerpo luteo (CL), con frecuencia, involuciona prematuramente 5 o 6 dias después
de su formacion (Rosa & Bryant, 2003).

De esta forma, la reproduccién en las ovejas sigue un patrén estacional, es
decir, existe una alternancia entre los periodos de anestro y de actividad sexual. La
estacionalidad esta regulada por el fotoperiodo o duracion de luz diaria, de manera
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que la reduccion de la duracién del dia estimula la actividad sexual y su aumento
induce el anestro (Legan & Karsch, 1980).

Las ovejas son capaces de “monitorizar” por si mismas los cambios en el
fotoperiodo diario mediante la secrecion circadiana de melatonina por parte de la
glandula pineal.

La melatonina es una hormona, una de cuyas funciones es la transduccion
de la informacion fotoperidodica al control de las funciones estacionales,
particularmente la reproducciéon (Malpaux et al, 1996). Esta fotorrecepcion es
transmitida desde la retina, a través de las neuronas, a un area del hipotalamo
conocida como nucleo supraquiasmatico. De ahi al ganglio cervical superior, desde
donde se produce una sinapsis con las neuronas inhibitorias, que hacen contacto
con los pinealocitos, que son las células de la glandula pineal (Figura 7). Los
pinealocitos secretan la melatonina, que es sintetizada y liberada solamente
durante la noche (Legan & Karsch, 1979; Karsch et al., 1984).
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Figura 7. Esquema de activacién/inhibicién de la ciclicidad en la oveja mediante la melatonina. Fuente:
Pathways to pregnancy and parturation. Senger, P. L. 2005 (Senger, 2005).

La produccion de melatonina estd regulada por el fotoperiodo,
encontrandose concentraciones elevadas de esta hormona en sangre s6lo durante
las horas de oscuridad. Las caracteristicas del patrén circadiano de la secrecion de
melatonina varian con los cambios en el ciclo de luz-oscuridad a lo largo del afio, lo
que permite que el animal “reconozca” los cambios en la proporcion de luz-
oscuridad (Malpaux, et al., 1996). Los periodos largos de secrecién de melatonina
estimulan y regulan la secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica, induciendo los
correspondientes cambios en la secrecion de LH y promoviendo asi la ciclicidad.
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Por tanto, es la GnRH la encargada de modular la liberaciéon de gonadotropinas
hipofisarias y éstas, a su vez, controlan la actividad reproductora estacional
(Kennaway et al.,, 1987; Malpaux et al., 1999).

Aunque el fotoperiodo es el principal determinante de la estacionalidad hay
otros factores que pueden influir sobre los patrones reproductivos, como la
genética, las practicas de manejo y las interacciones sociales (Rosa & Bryant,
2003).

La estacion reproductiva de esta especie es una sucesion de ciclos estrales,
los cuales empiezan normalmente en verano o a principios de otofio, con una
duracion decreciente de horas de sol, y finalizan al final del invierno o principio de
primavera, cuando los dias comienzan a crecer (Abecia et al, 2011). La
responsable de estos cambios es una compleja combinacién de un ritmo circanual
endégeno conducido y sincronizado por la luz y la melatonina, la cual controla la
actividad pulsatil de las neuronas de GnRH en el hipotalamo predptico-mediobasal
(Chemineau et al, 2010).

La duracidn de la estacion reproductiva tiene una clara influencia racial. En
la mayoria de las razas del hemisferio norte existe un pico de fertilidad a finales del
otofio (octubre-noviembre). Por tanto, los mayores porcentajes de partos se
registran a finales de marzo y en abril, el periodo mas favorable del afio para
garantizar la supervivencia de la progenie (Chemineau et al., 2008; Abecia et al,
2012).

Las razas de latitudes intermedias, como la merino australiana o las
mediterraneas, presentan un anestro breve, durante el cual una cierta proporcion
de las ovejas ovula espontaneamente. En los entornos tropicales y subtropicales
las ovejas no son estacionales, o son intermitentemente poliéstricas, dependiendo
la actividad sexual, de la disponibilidad y de la calidad del alimento (Rosa & Bryant,
2003).

Durante la estacion no reproductiva (anestro), no se observan ciclos
estrales como tales. Aunque los signos de comportamiento del estro y la ovulacion
estan ausentes, se dan no obstante, cambios dinamicos en el crecimiento folicular
ovarico y su regresion a lo largo de la estacion no reproductiva. El anestro se debe
a la imposibilidad de los foliculos antrales para crecer y madurar, lo cual suele
suceder en la fase preovulatoria del ciclo estral. Sin embargo, el desarrollo
posterior de estos foliculos puede estimularse artificialmente, lo que permite la
reproduccion durante el anestro o los periodos de transicién (O'Callaghan et al,
1994).

La estacionalidad afecta también a la actividad sexual de los moruecos que,
aunque pueden aparearse en cualquier momento del afio, sufren un descenso de la
eficacia reproductiva fuera de la estacidn natural debido a la falta de libido y a una

65



Revisién Bibliografica

menor cantidad y calidad del eyaculado durante el periodo no reproductivo
(Gerlach & Aurich, 2000).

Este patron de reproduccién estacional, tiene como resultado un claro
periodo concentrado de partos y, si los animales estan en ordefio, un patrén
estacional de produccion de leche y carne. Tal situacidon causa, ldgicamente, un
patron estacional de precios de los productos, que son muy bajos cuando la oferta
de carne/leche es alta (generalmente, desde final de primavera hasta principios de
otofio) y viceversa.

1.7 Manejo y control de la reproduccion

La planificacidn reproductiva es fundamental en la explotacién ovina ya que
todos los demas factores productivos y de manejo van a depender de la mismay se
van a organizar en funciéon del calendario reproductivo que se elabore. La
prevision del mismo va a permitir adelantarse a la compra de materias primas
para la alimentacién de los animales, prever la contratacion de mano de obra extra,
conocer de antemano los momentos de venta y, por lo tanto, controlar las partidas
de ingresos y gastos a lo largo del afio (Daza Andrada, 2002).

De aqui, es obvio deducir que se trata de una oportunidad de mejora de la
rentabilidad en este tipo de explotaciones, ya que la homogeneizacion,
consiguiendo producciones “fuera de estacidon”, permite que se puedan obtener
precios mas altos durante el invierno. En consecuencia, aquellos ganaderos
capaces de poner en el mercado productos “fuera de estacion”, se benefician de los
precios mas altos que rigen durante el invierno, aumentando asi su rentabilidad,
objetivo que se consigue minimizando o revirtiendo los efectos de la
estacionalidad reproductiva mediante el uso estratégico de tecnologias
reproductivas y, en concreto, mediante la induccién de ciclos estrales durante la
estacion de anestro (Chemineau et al, 2008; Abecia et al, 2012). Es también una
herramienta esencial para la intensificacion de la produccién ovina (Hernandez et
al, 2011).

El manejo reproductivo en el ovino puede clasificarse en natural (mediante
la alteracidon del fotoperiodo, el flushing o el “efecto macho”) o farmacolégico
(usando distintos productos hormonales, como melatonina, prostaglandinas o
progestagenos) (Haresign, 1981).

La alteracion del fotoperiodo implica la exposicién de las ovejas a una
duracion del dia reducida artificialmente tras un periodo de duracidn prolongada.
Si se usa solo acelerara el inicio del periodo reproductivo, aunque con resultados
variables y con una extension impredecible con respecto al inicio de la ciclicidad
(Legan & Karsch, 1980).
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El flushing consiste en aumentar el plano de nutricion de las ovejas (ingesta
de proteina y energia) aproximadamente 3-4 semanas antes del inicio planeado de
la estacion reproductiva. Las ovejas con una condiciéon corporal que esta
mejorando se benefician de una mayor tasa de ovulacién y, por tanto, de una mejor
fertilidad. Por ello, suelen responder mejor cuando tienen una condicidn corporal
intermedia (2,5-3,5). Este método se utiliza normalmente para mejorar la
prolificidad y la fecundidad, pero no con el objetivo de inducir y sincronizar el
estro (Haresign, 1981).

El efecto macho consiste en la introduccién de moruecos a un grupo de
ovejas que han estado apartadas de los machos varias semanas antes (al menos 4
semanas), este efecto mediado por las influencias sociales (quimiosensoriales,
tactiles o visuales) tienen efectos potentes sobre la funcién reproductiva en
variedad de especies. Los moruecos pueden estimular la secrecién de
gonadotropinas y la ovulacion en la oveja en anestro a través de éstos estimulos
(Delgadillo et al., 2009).

En cuanto al manejo farmacologico del ciclo reproductivo, éste se basa en la
administracion de hormonas exdgenas que modifican los patrones reproductivos
(Thimonier, 1981; Abecia et al., 2011), bien manteniendo la fase luteal mediante el
uso de P4 y/o sus analogos progestagenos (Vilarino et al, 2013), bien
interrumpiéndola con PGF2« 0 analogos sintéticos (Pope & Cardenas, 2004), o bien
modificando el patron anual de reproducciéon con melatonina (Malpaux et al,
1997).

La fase folicular también puede ser modificada con gonadotropina corionica
equina (eCG) administrada al tiempo que cesa la exposicién a la P4, lo que aumenta
la velocidad del desarrollo folicular y la ovulacidon, mejorando asi los indices de
fertilidad (Blaschi et al,, 2014).

Los protocolos basados en hormonas han sido ampliamente empleados
para incrementar el rendimiento reproductivo y la productividad en la oveja. El
uso de la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) permite asimismo la
sincronizacion de partos, la organizacion de lotes de corderos segun la demanda
del mercado, un inicio mas temprano de la pubertad, y una mejora de la fertilidad
(Abecia et al.,, 2012; Blaschi et al., 2014).

El método natural es mas barato, pero da lugar a una sincronizacién menos
exacta y sblo es de utilidad en ciertas condiciones. En cambio, los métodos
farmacologicos son eficaces para la sincronizacion exacta del estro en la mayoria
de las situaciones, pero con la desventaja del coste del producto y su
administracion. De todas formas, al asegurar unas buenas cifras de produccion, se
puede rentabilizar si se utilizan para hacer una cubricion en primavera y asi tener
la posibilidad de vender los corderos a finales de afio, que es cuando alcanzan el
precio mas alto (Abecia et al., 2012).
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1.7.1 Progesterona, sus analogos (progestagenos) y eCG

Los métodos que utilizan progesterona o sus analogos estan basados en sus
efectos sobre la fase luteal del ciclo, simulando la accion de la progesterona natural
producida por el CL, es decir, controlar la secrecion de LH desde la pituitaria
(Hansel & Convey, 1983b).

Los primeros tratamientos para controlar el ciclo sexual de la oveja fueron
publicados a finales de la década de los 40 (Dutt & Casida, 1948) y consistian en la
administracion diaria de inyecciones subcutaneas de 10 mg de progesterona,
diluidos en 2 ml de aceite de maiz, durante 14 dias. El tratamiento redujo el rango,
dentro del cual, los animales se apareaban a los 8 dias (O'Mary et al, 1950). En
investigaciones posteriores se administré eCG y gonadotropina coriénica humana
(hCG) ademas del tratamiento con progesterona. El control 6ptimo se alcanzo
cuando la eCG fue dada en el momento de la Ultima inyeccién de progesterona y la
hCG 24 horas mas tarde. Con este tratamiento la mayoria de las ovulaciones se
produjeron entre 20 y 28 horas después de la inyeccién de hCG. Sin embargo,
ninguna de las ovejas mostré comportamiento de celo en este momento (Braden et
al., 1960).

En 1962, Southcott et al. usaron con éxito un analogo de la progesterona, 6-
methyl-17-acetoxyprogesterona, para inducir y sincronizar el estro en ovejas. Su
hipdtesis era que un agente progestageno cuya actividad cayese de manera
relativamente brusca después de finalizar el tratamiento deberia dar mejores
resultados, ya que los trabajos anteriores tenian bajas fertilidades debido al efecto
persistente de la progesterona en el ambiente uterino y oviductal (Southcott et al,
1962). Ademas, se descubrié la via de administracion intravaginal de la
progesterona o sus analogos para facilitar la supresion inmediata de estas
hormonas (Abecia et al.,, 2011).

El grado de sincronizacién obtenido y el intervalo entre el final del
tratamiento y el inicio del estro dependen del producto usado y, en general, son los
mas utilizados en épocas de anestro. Los progestagenos pueden administrarse de
distintas formas (esponjas, implantes, etc.), por distintas vias (intravaginal,
intramuscular, subcutanea) y a distintas dosis (Henderson & Robinson, 2007).

Los dispositivos intravaginales impregnados con progestagenos, se han
usado desde principios de los afios 60 para sincronizar ciclos estrales en ovejas
(Robinson, 1965). Existen dos métodos usados comercialmente para este tipo de
administracion: las esponjas de poliuretano impregnadas con progestagenos; y el
dispositivo interno de liberacién controlada de farmacos (CIDR; Controlled
Internal Drug Release), disefiado en Nueva Zelanda a finales de los afios 80 y que
contiene 0.30 g de progesterona natural (Welch et al., 1984; Abecia et al., 2012).
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Las esponjas vaginales se mantienen en contacto con el cérvix predisponen
a un incremento de la microbiota bacteriana que puede causar vaginitis y formar
adherencias que ocasionen problemas reproductivos en el rebafio (Amiridis &
Cseh, 2012). Sin embargo, con el uso del CIDR, fabricado con un elastomero de
silicona inerte, la presentacion de vaginitis e infecciones vaginales son casi
inexistentes (Tondello, 2010).

En ovejas, las esponjas intravaginales o los CIDRs se mantienen durante un
periodo de 12-14 dias. Las ovejas entran en estro aproximadamente 48 horas
después de retirar el dispositivo (Wheaton et al, 1993). Para que el tratamiento
progestageno sea efectivo es necesario que haya suficiente gonadotropina
disponible para iniciar los eventos preovulatorios, incrementando los niveles de
gonadotropinas enddgenas con FSH exdgena proporcionada a partir de la
administracion de eCG en el momento de la retirada del producto (Powell et al,
1996).

Una posible alternativa para minimizar el tiempo de permanencia de los
dispositivos vaginales, es la sincronizacion del estro y la ovulacién mediante una
menor exposicion al tratamiento progestageno (Ungerfeld & Rubianes, 1999).
Estos tratamientos consisten en la insercion de esponjas o CIDRs, impregnados en
progestagenos, durante 6 dias. Este periodo es mas corto que la vida media de un
posible CL en el ovario, por lo tanto, es necesario aplicar una dosis Unica de PGFzq,
o sus analogos, simultaneamente a la insercion de la esponja, para inducir la lisis
del CL. La respuesta a este tratamiento es similar a la obtenida con los
tratamientos de larga duracion (Letelier et al., 2009).

El Unico dispositivo intravaginal comercializado en Espafia se presenta en
forma de esponjas impregnadas en progestagenos. Estas esponjas contienen
acetato de medroxiprogesterona (MPA) o acetato de flugestona (FGA), ambos mas
potentes que la progesterona natural. En el caso del acetato de flugestona (FGA) la
dosis empleada es de 20 6 30 mg/esponja, mientras que en el acetato de
medroxiprogesterona (MPA) se emplean 60 mg/esponja (Letelier et al., 2009).

El FGA es aproximadamente 20 veces mas potente que la P4 y exhibe
actividad progestagena pero no propiedades anti-progestagenas, anti-
androgénicas o androgénicas junto con una baja actividad glucocorticoide. Como
resultado de su uniéon a receptores de progesterona, el FGA actia por
retroalimentacion negativa sobre el eje hipotalamo-hipofisario, suprimiendo la
liberacion de gonadotropinas desde la pituitaria y por tanto, el crecimiento
folicular terminal y la ovulacién (Abecia et al, 2011). En la actualidad, se pueden
encontrar esponjas de FGA a dos dosis diferentes: Sincropart® (30 mg acetato de
flugestona, Ceva Salud Animal, Barcelona, Espafa) y Chronogest® (20 mg acetato
de flugestona, MSD Animal Health, Salamanca, Espafia).
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El MPA es aproximadamente 10 veces mas potente que la P4, su mecanismo
de accion, al igual que el FGA, es la inhibicién de los factores liberadores de
gonadotropinas hipofisarias a nivel hipotalamico. La consecuencia es una
inhibicion de la liberacion de LH y FSH, sumado a la disminucién de la respuesta
ovarica de las mismas, dando como resultado el efecto anovulatorio (Abecia et al,
2011). En la actualidad solo existe una forma comercial de esponjas de MPA,
Esponjavet® (60 mg acetato de medroxiprogesterona, Hipra, Girona, Espafia).

Los niveles sanguineos de progestagenos son elevados durante la
permanencia de la esponja, normalmente durante 12-14 dias, para imitar la
duraciéon de un CL funcional normal. Tras su retirada, la caida brusca del nivel de
progestageno pone en marcha los acontecimientos hormonales que conducen al
celo y la ovulacion, siempre que las ovejas se encuentren sexualmente activas. Si
no estan sexualmente activas, el tratamiento estimulante con progestagenos debe
ser reforzado con tratamientos estimulantes para los foliculos, como eCG, en el
momento de la retirada de las esponjas, para inducir el crecimiento folicular, el
estro y la ovulacién (Abecia et al,, 2011).

El acetato de melengestrol (MGA), otro progestageno sintético, también ha
sido usado para inducir el estro en ovejas y cabras. Se han propuesto algunos
protocolos para su administracion, pero todos lo incluyen en la alimentacion, bien
mezclado en la racion total o como suplemento alimenticio cada 8-12 horas,
normalmente durante un periodo de 8-14 dias. La dosis diaria mas usada es 0.25
mg/animal/dia, la mayoria de los casos, dos veces por dia (0.125 mg x 2) (Powell
et al, 1996). En un estudio realizado en los afios 70 por investigadores noruegos,
se logro que el 89% de las ovejas entraran en celo en los 6 dias siguientes y el 74%
de ellas quedaran prefiadas y, aunque los autores mantenian que estos resultados
eran mucho mejores que la mayoria de los anteriores, incluyendo las esponjas
intravaginales, varias consideraciones ligadas a la dosificacion oral, tales como el
tiempo, el trabajo, y el coste, hacen que la aplicacion de estos métodos sea
comercialmente imposible (Velle & Helle, 1979).

La eCG es una glicoproteina compleja, que, desde el punto de vista
farmacodinamico, presenta una alta actividad tanto FSH como LH. Gracias a su
actividad FSH, la eCG estimula el crecimiento de las células intersticiales del ovario,
asi como el crecimiento y maduracidon de los foliculos. Por su actividad LH es
también capaz de desencadenar la ovulacion actuando directamente sobre el
ovario. En el macho, la eCG estimula el desarrollo del tejido intersticial de los
testiculos y de las glandulas sexuales anejas. La eCG, aplicada después de un
tratamiento con progestagenos, favorece el inicio de una fase folicular, la aparicién
del celo y el desencadenamiento de ovulaciones sincronizadas.

La dosis de eCG varia desde 250 a 500 UI, dependiendo de la edad (250-300
Ul en corderas, 350-500 UI en ovejas adultas), la época del afio (400-500 UI en
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anestro, 300-350 UI durante la época de reproduccion), y la raza (dosis mas bajas
en razas prolificas). Para el apareamiento de los animales, el ratio macho: hembra
recomendado es 1:10 en época reproductiva, aunque puede ser mas bajo (1:5-7)
fuera de temporada. La inseminacion puede realizarse desde las 47 horas, en el
caso de inseminacion intrauterina, hasta las 55 horas, en el caso de inseminaciéon
cervical, después de retirar el dispositivo (Naim, 2009).

Los factores mas importantes a tener en cuenta antes de decidir qué
meétodo usar son: el grado de sincronizacion necesario, la estacion y los factores
econdmicos y de mercado. Sin embargo, el resultado de las cubriciones dependera
de diversos factores, en particular de la habilidad y fertilidad de los machos
durante la época de anestro. Por eso es conveniente, fuera de la época de
reproduccion, utilizar implantes de melatonina en los machos, para que los
resultados en cuanto a las tasas de concepcion y de partos no se vean afectados
(DeNicolo et al., 2008).

Las ovejas que se encuentran en anestro, al celo inducido le sigue solo otro
celo, 16-18 dias después de la retirada del dispositivo, después de este ya no tienen
lugar mas celos hasta la época reproductiva (Abecia et al,, 2011).

1.7.2 Prostaglandina F2a y sus analogos

La prostaglandina F2q y sus analogos sintéticos han sido estudiados
ampliamente desde su descubrimiento en 1970 como un potente agente luteolitico
en rumiantes (McCracken et al.,, 1972).

La administracion exégena de PGF2q 0 sus analogos de sintesis se utiliza
para inducir una luteolisis controlada, de manera que puede usarse para
sincronizar el estro en las ovejas ciclicas. El efecto luteolitico da lugar a la
regresion del CL y a un descenso de las concentraciones de P4 en sangre. El
incremento en la cantidad de gonadotropinas hipofisarias estimula el desarrollo
folicular. El celo aparece a los 2-3 dias y la ovulacion unas 24 horas mas tarde. Los
analogos de prostaglandinas mas comuinmente usados en veterinaria son el
cloprostenol y el luprostiol y un protocolo habitual en ovejas y cabras es 125ug de
cloprostenol o 7,5mg de luprostiol. Sin embargo, para ser efectivo, debe aplicarse
en presencia de CL, de forma que los animales que estén en anestro no
responderan al tratamiento (McCracken et al,, 1970).

Los tratamientos con PGF24 tienen la ventaja de ser efectivos mediante la
administracion por via intramuscular, mejorando el bienestar animal (Douglas &
Ginther, 1973). Ademas son de rapida y casi completa metabolizacién en los
pulmones y, por consiguiente, no se acumulan en los tejidos (Piper et al., 1970).

El principal inconveniente del uso de PGF;« es que, para que la hormona sea
efectiva, es necesario aplicarla en presencia de un CL activo que responda al efecto
de PGF2« (Rubianes et al, 2003). La administracién de PGF;« entre los dias 3 y 14
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del ciclo induce luteolisis, seguida de estro y ovulacion (Acritopoulou et al., 1977;
Acritopoulou & Haresign, 1980; Rubianes et al., 2003). Teniendo en cuenta la
imposibilidad de conocer la fase del ciclo estral en un grupo de hembras, se hace
necesaria la administracion de dos inyecciones de PGF2« con un intervalo de 9-10
dias. De esa manera, casi todos los animales del grupo estaran en mitad de la fase
luteal a la segunda dosis y responderan al tratamiento (Abecia et al,, 2011; Abecia
etal,2012).

Otro de los inconvenientes de este protocolo de doble inyeccion de PGF es
que la fertilidad de las ovejas en la primera monta es solamente del 70%,
significativamente mas baja que la obtenida con los tratamientos con
progestagenos (Boland et al, 1978; Godfrey et al, 1999). Este problema puede
deberse a que el intervalo de 9-10 dias asegura la presencia de CL a la segunda
inyeccion en la mayoria de los animales, pero su presencia altera la funcionalidad,
la maduracién final de los foliculos preovulatorios y la luteogénesis normal.
También es debido a la variabilidad en el tiempo de ovulacion después de la
luteolisis inducida (Barrett et al., 2002; Gonzalez-Bulnes et al, 2005). De igual
forma la existencia de altas concentraciones de P4 durante la fase luteal media del
ciclo disminuye la secreciéon de LH. Esta disminucidn es necesaria para crecimiento
final y la maduracién de los foliculos preovulatorios (Campbell et al, 1995;
Gonzalez-Bulnes et al.,, 2004).

1.7.3 Protocolos hormonales mas utilizados en programas de monta
natural

Prostaglandina + efecto macho

El tratamiento consiste en dos dosis de PGFzx o sus analogos,
administrandolos con 10 dias de diferencia, y exponiendo a las ovejas al efecto
macho coincidiendo con la aplicacién de la segunda dosis. El ratio macho: hembra
recomendado es 1:10. Las ovejas estaran en celo para ser cubiertas por el macho o
bien para la inseminacién aproximadamente 48 horas después de la segunda dosis
de PGF2q La inseminacion puede realizarse entre 48 y 55 horas después de la
segunda inyeccion pudiéndose obtener ratios de fertilidad entre 44% y 62,5%
(Abeciaetal, 2011).

La combinacién de PGF2q en la fase luteal temprana combinada con el efecto
macho puede ser una alternativa adecuada para la sincronizacion del estro antes
de la inseminaciéon sin la previa deteccion del celo. El efecto macho se usa
comunmente para inducir un pico de LH, estro y ovulacion durante la época de
transicion, sin embargo, también induce un incremento en la secrecion de LH
durante el periodo ovulatorio, en ovejas ciclicas, tratadas con progestagenos y con
prostaglandinas (Evans et al, 2004; Hawken et al, 2007; Contreras-Solis et al,
2009).
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Progesterona + eCG
Los protocolos basados en el uso de progestdgenos son los mas
comunmente usados en todo el mundo (Whitley & Jackson, 2004).

El mas habitual, en ovino, es la aplicacion de esponjas intravaginales
insertadas durante 12 6 14 dias. El estro se producira, aproximadamente, 48 horas
después de la retirada de los dispositivos. El tratamiento incluye la administracion
de eCG, coincidiendo con la retirada de las esponjas; la dosis de eCG varia de 250 a
500 UI dependiendo de la edad (250-300 UI en corderas y 350-500 UI en ovejas),
la estacion (400-500 UI durante el anestro y 300-350 durante la estacion
reproductiva) y la raza (menos dosis en razas prolificas). Durante la cubricidn, el
ratio recomendado es de un macho por cada 10 ovejas en época reproductiva, pero
deberia ser mas bajo (1:5-7) en “contraestacion”. La inseminacién artificial puede
ser llevada a cabo desde las 47h (intrauterina) hasta las 55h (cervical) tras la
retirada de los dispositivos (Abecia et al., 2011).

Progesterona + Prostaglandinas

Una estrategia para reducir la exposicidon de los animales a los dispositivos
intravaginales asi como a los tratamientos con progestagenos es, evidentemente,
acortar el periodo de tratamiento. Para que el tratamiento con P4 o progestagenos
sea efectivo, éste debe ser mas largo que la fase luteal. Asi, durante el periodo
ovulatorio, es necesario eliminar el CL para reducir el tiempo de exposicion.
Normalmente se emplea PGF;« 0 sus analogos para ese fin (Abecia et al, 2011).

Se inserta el dispositivo liberador de progestageno (esponja o dispositivo
subcutaneo), sintético o natural, con 30 a 60 mg, puede ser de MAP o de FGA. El dia
de la insercion del dispositivo es considerado el dia 0. En caso de usar un
dispositivo subcutaneo, debe permanecer durante 9 dias. La esponja o el CIDR
permanece en la vagina entre 9 y 14 dias en lugar de 18, mientras se aplica una
sola dosis de PGFzq el dia 9. El estro se presenta entre las 36 a 48 horas tras la
aplicacion de PG y la ovulacion 10 horas mas tarde. La fertilidad tras la
inseminacién con semen congelado es mejor si se compara con los protocolos
clasicos (61% ante un 57%). En el presente, el tiempo de permanencia de los
dispositivos intravaginales puede reducirse mas, de 5 a 7 dias. El efecto en el
ovario es similar a los protocolos clasicos y la fertilidad puede verse mejorada
(Peralta, 2007; Tondello, 2010; Abecia et al., 2011).

Progesterona + Prostaglandina + eCG

En este protocolo de sincronizacion el dispositivo con el progestageno se
utiliza del mismo modo que en los dos protocolos anteriores. Dos dias antes (48h)
de retirar el dispositivo, se administran dosis unicas de eCG y PGF2« (250 a 400 Ul
y 10 mg, respectivamente) ambas por via IM. Esto permite un periodo de actividad
mas largo y un mejor reclutamiento y maduracion de los foliculos y los oocitos. El
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estro se presentara en 24-48 horas y la ovulacion de 10 a 12 horas después de
iniciados los signos de estro (Suarez, 2010).
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2 Justificacion y objetivos

La eficiencia reproductiva es un punto clave en la eficiencia productiva
global de las explotaciones ovinas, como en el resto de explotaciones ganaderas, ya
que facilita la mejora de las producciones por seleccion de reproductores y por
aumento de la fertilidad y prolificidad de los rebafios. Por ello, es absolutamente
necesario un adecuado manejo reproductivo. Concretamente, en el ganado ovino,
las actuaciones fundamentales son el control de los periodos de monta y la
aplicacion de inseminacién artificial. El control de los periodos de monta tiene
como objetivo producir lotes de corderos homogéneos para abastecer la demanda
del mercado, superando la limitacion estacional en la oferta del producto y
aumentando su valor econémico. Por otro lado, la inseminacion artificial facilita la
introduccion y difusion de machos mejorantes y la interconexion entre rebafios.

En la consecucion de estos objetivos se hace necesaria la aplicacion de
protocolos de reproduccién asistida que conllevan con frecuencia la utilizacion de
tratamientos de induccidén y sincronizacion de celos y que estan basados,
generalmente, en la utilizacion de hormonas exégenas.

La sincronizacion del celo, en el caso de los pequefios rumiantes, se realiza
habitualmente mediante la manipulacién de la fase luteal del ciclo sexual. La
progesterona, o sus analogos, son las hormonas mas utilizadas para la
sincronizacion de estros en pequefios rumiantes. Habitualmente, se utilizan
tratamientos con progestagenos, que se aplican mediante dispositivos
intravaginales con una duracion de aproximadamente dos semanas, ya que deben
superar la vida media de un posible cuerpo liteo en el ovario.

En la actualidad, el uso de estos protocolos se ve condicionado por una
mayor sensibilidad general por parte de la sociedad, respecto del bienestar de los
animales empleados en produccién, que percibe de forma negativa el uso de
esponjas vaginales durante periodos de tiempo largos. A esto habria que sumarle
que los consumidores, a nivel mundial, estdn comenzando a demandar, cada vez
mas, alimentos libres de residuos farmacolégicos. De hecho, cada dia crece el
numero de estados que exigen a sus productores, importadores y exportadores,
que respeten practicas sostenibles sin uso de hormonas sintéticas. Por ello, en la
actualidad, el empleo de progestagenos para sincronizacion del celo en diversas
especies domésticas esta siendo objeto de revision. En el caso concreto de la Union
Europea se esta limitando el uso de estas sustancias por generar residuos en las
canales de animales (Union Europea, 2010) (Reglamento (UE) 37/2010 de la
Comision, de 22 de diciembre de 2009).

Estos condicionantes implican la necesidad de llevar a cabo practicas que
minimicen o eviten completamente el uso de tratamientos hormonales, evitando,
asi, riesgos potenciales para la salud humana, originados por los residuos
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presentes en productos de origen animal, y mejorando, en lo posible, el bienestar
animal.

En base a estas consideraciones, el desarrollo experimental de la presente
Memoria de Tesis Doctoral tiene como objetivo general la identificaciéon y
desarrollo de protocolos de sincronizacion de celos y ovulaciones que tengan en
consideracion la mejora del bienestar animal y la disminucion de residuos
hormonales, investigando los efectos obtenidos al reducir el tiempo de exposicion
a los progestagenos en los protocolos hormonales y la utilizacién de un nuevo
dispositivo intravaginal de progesterona natural (CIDR). La consecuciéon de este
estudio pretende minimizar los riesgos para la salud de los consumidores y, al
mismo tiempo, potenciar la salud y el bienestar de los animales, adaptandonos a la
creciente exigencia de los consumidores, con productos “clean, green and ethical”.

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos
especificos:

1.  Estudiar la respuesta reproductiva (actividad hipofisaria y ovarica, tasa de
presentacion de celos, fertilidad y prolificidad) frente a la aplicacién de
progestagenos (FGA) en protocolos de corta o larga duracion.

2. Estudiar la respuesta reproductiva (actividad hipofisaria y ovarica, tasa de
presentacion de celos, fertilidad y prolificidad) tras la utilizacién de dos
tipos diferentes de dispositivos intravaginales (progesterona natural o
CIDR y progestagenos o FGA), tanto en protocolos largos, como cortos.

Estos objetivos se corresponden con las siguientes Fases Experimentales:

1. Fase Experimental 1. Efecto de la duraciéon del tratamiento de
sincronizacion de celos con dispositivos intravaginales liberadores de
progestagenos e influencia de la época reproductiva y raza.

2.  Fase Experimental 2. Evaluacién de la funcionalidad hipofisaria y ovarica,
asi como tasa de presentacion de celos, en ovejas tratadas con diferentes
protocolos de sincronizaciéon de celo con dispositivos intravaginales
liberadores de progestagenos.

3.  Fase experimental 3: Efecto de dos tratamientos de sincronizacion de celo
clasicos de 14 dias de duracion, con dispositivos intravaginales con
progesterona natural (CIDR) o progestagenos sintéticos (FGA-esponjas)
durante la época reproductiva.

4. Fase Experimental 4. Evaluacion de la funcionalidad hipofisaria y ovarica,
asi como tasa de presentacion de celos, en ovejas tratadas con un protocolo
corto de 7 dias, comparando dos tipos de dispositivos intravaginales de
progestativos, uno en base a progesterona natural (CIDR) y el clasico en
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base a progestagenos sintéticos (FGA), durante la época reproductiva y en
contraestacion.
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3 Material y Métodos

3.1 Animales: base racial

Los animales utilizados procedian en su origen de explotaciones
comerciales. Las fases experimentales 1, 2 y 4 que integran el presente estudio se
han realizado utilizando animales de aptitud carnica, siendo un total de 25 ovejas
de raza lacaune, 16 ovejas de raza segurefia y 98 ovejas pertenecientes a la F1 del
cruce de ovejas de las dos razas antes citadas con sementales de la raza prolifica
romanov. La fase experimental 3 se efectu6 con 303 ovejas adultas, de raza lacaune
lechera.

3.2 Entorno experimental: instalaciones y manejo

La Fase Experimental 1, se realiz6 en condiciones reales de una
explotacion comercial de ganado ovino utilizando una subpoblacién de 90 ovejas
integrada en una poblacion de 600 ovejas de distintas edades (1-8 afos) y en
distinta fase de produccion (vacias, gestantes y en lactacion).

La explotacion referida se encuentra ubicada en el norte de la Comunidad
Valenciana, en la comarca de I’Alcalatén (latitud 40,70°N, altitud 360 msnm). Se
trata de una explotacidon de ganado ovino con orientacién productiva carnica. Esta
ganaderia desarrolla su actividad en régimen semiextensivo, de forma que los
animales pernoctan en el aprisco y pastan en torno a 8 horas diarias,
alimentandose a base de los pastos de la zona.

Las instalaciones cuentan con un aprisco para los animales que salen al
campo durante el dia y para las ovejas que se encuentran en el ultimo mes de
gestacion, y una nave que aloja a las madres durante el amamantamiento. Ambos
edificios tienen una superficie de 1000 m? cada uno y también existe un almacén
de 500 m? que separa el aprisco de la nave. Asimismo, cuenta con parques al aire
libre y tolvas para administrar el alimento, asi como bebederos de canal de 1,5
metros, de manera que los animales alli alojados puedan disponer de comida y
agua a libre disposicion. Todos los animales de la explotacidn estan identificados
con el sistema homologado vigente mediante marcas auriculares (crotales) y bolos
ruminales electronicos.

El clima en esta zona del interior de la provincia de Castellon es del tipo
mediterraneo seco, semiarido, y se considera un clima de transicion entre el tipo
mediterraneo y el desértico. Julio es el mes que registra menos precipitaciones, tan
s6lo 15 mm, mientras que octubre es el mas lluvioso con 66 mm. En referencia a
las temperaturas, el mes mas caluroso del afio es agosto, con un promedio de
23,8°C, mientras que el mas frio es enero, con una media de 8,7°C (climate-data.org
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14/1/16). La vegetacion espontanea que sirve de alimento a los animales esta
determinada por esta escasez de precipitaciones y por la sequedad estival.

A partir de los 100-150 metros de altitud, la vegetacion dominante es una
asociacién entre encinar y carrascal (Quercetum rotundifoliae) y pino
mediterraneo (Pinus halepensis) y matorral lefioso de porte arbustivo conocido
como coscoja (Quercus coccifera). Junto con la coscoja se dan otras especies, tales
como el lentisco (Pistacia lentiscus), el acebuche (Olea europaea), algarrobo
silvestre (Ceratonia siliqua), brezo (Erica multiflora), romero (Rosmarinus
officinalis), junza (Cyperus longus), coscollina (Rhamnus alaternus), palmito
(Chamaerops humilis) y tomillo (Thymus vulgaris).

En las zonas bajas no hay ningtn tipo de cultivo, exceptuando el olivo (Olea
europea) y el almendro (Prunus dulcis), por lo que abunda vegetacion adventicia tal
como lechetrezna (Euphorbia helioscopia), cardo (Carduus nutans), lisones
(Sonchus oleraceus), correhuela (Convolvulus arvensis), verdolaga (Portulaca
oleracea), bledos (Amaranthus retroflexus), grama (Cynodon dactylon), ballueca
(Avena fatua), cafiota (Sorghum halepensis), rabaniza (Diplotaxis erucoides),
conejitos (Fumaria officinalis), amapola silvestre (Papaver rhoeas) e hinojo
(Foeniculum vulgare).

Las Fases Experimentales 2, 3 y 4 se realizaron en la Unidad de Ovino de
la Granja Docente y de Investigacion Veterinaria de la Universidad CEU Cardenal
Herrera, ubicada en la poblacion de Naquera (latitud 39,62°N, altitud 242 m).

Los animales utilizados en la fases experimentales 2 y 4 (n=49) pertenecian
a la F1 de los cruces anteriormente descritos y estaban identificados con crotales
homologados y bolos ruminales electronicos. Para estas dos fases experimentales
se utiliz6 una proporcién 1:1 (macho:hembra).

En la fase experimental 3 se incluyeron 303 ovejas de raza lacaune lechera,
cedidas por una explotacién comercial y el ratio macho:hembras fue de 1:5.

Las instalaciones de la Unidad de Ovino de la Granja Docente cuentan con
una Unica nave para el rebafio, dividida en dos parques con separaciones
eventuales para los grupos experimentales. Ambos parques tienen una zona
cubierta y una zona al aire libre y cuentan con comederos y bebederos automaticos
para la administracidon ad libitum de agua y alimento. Ademas, en la zona de
comederos se dispone de cornadizas autotrabantes y otras instalaciones y
magquinaria para facilitar el manejo de los animales.

El clima de esta zona es un clima subhumedo seco, con una precipitacion
media de 570 mm, que alcanza una claro maximo otofal correspondiente al mes de
octubre. La temperatura media anual de 16,7°C, fluctuando entre una temperatura
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minima de -4,5°C registrada en el mes de enero y una maxima de 39,0°C registrada
en el mes de agosto (climate-data.org 14/1/16).

El tipo de explotacion es intensivo con estabulacion libre. La base de su
alimentacién estd integrada por alfalfa y paja a libre disposicién, sin salida a
pastos.

3.3 Diseio experimental

Fase Experimental 1. Efecto de la duracién del tratamiento de sincronizacion
de celos con dispositivos intravaginales liberadores de progestagenos e
influencia de la época reproductiva y de la raza ovina

El objetivo esencial de esta primera fase experimental fue evaluar el efecto
de la reduccién en el tiempo de tratamiento con progestageno intravaginal;
concretamente, de 14 a 7 dias y sus posibles diferencias debidas a la época del afio
(fotoperiodo) en que se aplicaba el tratamiento y a la raza.

Para ello, se compararon tres métodos distintos de sincronizacion de celos,
uno con tratamiento tradicional o “largo” y dos con tratamiento “corto”, en dos
replicados que se diferenciaban en la época del afio en que se desarrollaron. El
primer experimento se realizd en fotoperiodo decreciente (experimento 1.1; época
reproductiva natural) y el segundo en fotoperiodo creciente (experimento 1.2;
“contra-estacion” reproductiva).

En cada experimento se dividieron los animales, de manera aleatoria, en
tres lotes distintos, que constituyeron los grupos experimentales,
correspondientes a cada uno de los tratamientos de sincronizacion de celos.

Grupos experimentales:

. Grupo Control (n=30): El tratamiento de sincronizacion empleado
fue el protocolo “clasico” o “largo”, consistente en la colocacidon de esponjas
intravaginales impregnadas con 20 mg de acetato de fluorogestona
(Chronogest®, MSD Animal Health, Madrid, Espafia) durante un periodo de
14 dias. Ademas, en el momento de la retirada del dispositivo, se administré
una Unica dosis de gonadotropina coridnica equina o eCG por via
intramuscular (Foligon®, MSD Animal Health, Madrid, Espafia); la dosis se
ajusto segun raza. Asi, a las ovejas de raza segurefia se les administré 400 Ul
y al resto una dosis menor (350 UI), por ser de razas prolificas o proceder
de cruces con las mismas (figura 8).

. Grupo PG-Corto (n= 30) el tratamiento consistio en la colocacién de
las esponjas intravaginales (del mismo tipo previamente descrito) durante
un periodo “corto” de 7 dias. Este protocolo hace necesaria la eliminaciéon
de un posible CL y, para ello, se administr6 una dosis de 5 mg de
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prostaglandina Fzq por via i.m (Dinolytic®, Zoetis, Madrid, Espafia) en el
momento de la colocacion de los dispositivos intravaginales.

. Grupo Corto-PG (n=30) el tratamiento consistio en la colocacion de
las esponjas intravaginales (del mismo tipo previamente descrito) durante
un periodo “corto” de 7 dias. Este protocolo hace necesaria la eliminaciéon
de un posible CL y, para ello, se administr6 una dosis de 5 mg de
prostaglandina Fzq por via i.m (Dinolytic®, Zoetis, Madrid, Espafia) en el
momento de la retirada de la esponja.

Finalmente, en ambos grupos se llevo a cabo la administracion de una dosis
de eCG en el momento de retirada del tratamiento (mismo producto y mismas
dosis previamente descritas que en el grupo control; figura 8).

La aplicacion del tratamiento progestativo en los grupos de tratamiento
corto se realizé una semana después que en el grupo control, con el fin de realizar
la retirada de las esponjas intravaginales en los tres grupos al mismo tiempo y que
asi las condiciones ambientales y de manejo fuesen las mismas durante la
aparicion del celo y la ovulacion (figura 8).

Dia Dia
7 8

retirar

. administrar
insertar esponjas eCG
esponjas intravaginales
intravaginales
insertar administrar retirar -
f administrar
esponjas  + pGF,, esponjas  +  ocg

intravaginales intravaginales

insertar retirar administrar | administrar
esponjas esponjas +  ocg PGF,
intravaginales intravaginales “

GRUPO CONTROL GRUPO PG-CORTO GRUPO CORTO-PG

Figura 8. Protocolos de sincronizacion de celo en base a dispositivos intravaginales de progestdgenos de
duracion “cldsica” (grupo Control) o “corta” (grupos PG-Corto y Corto-PG), utilizados en la Fase Experimental 1

En el momento de la retirada de las esponjas, se introdujeron los machos en
el rebafio de ovejas, con una proporciéon de 1 macho por cada 3 hembras, y éstos se
mantuvieron con ellas durante 48 horas, momento en que se retiraron para que
reposaran hasta la cubricion del siguiente lote. Los machos se estimularon
previamente, cada uno de ellos, con tres implantes subcutdneos de melatonina
(Melovine®, Ceva Salud Animal, Barcelona, Espafa), 60 dias antes de empezar las
cubriciones. El porcentaje de gestacion se valor6 mediante ecografia
transabdominal entre los dias 35-45 de la supuesta gestacion, utilizando un
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ecografo portatil (Sonosite NanoMaxx®, Sonosite Inc., Bothell, Wa, USA) equipado
con una sonda abdominal microconvex de banda ancha C11n de 8-5 Mhz.

Las variables consideradas fueron el porcentaje de gestacion definido
como el nimero de hembras gestantes sobre el total de hembras sincronizadas
(respuesta al tratamiento de sincronizacion) y la prolificidad definida como el
numero de corderos nacidos sobre el nimero de hembras paridas.

Experimento 1.1

En el Experimento 1.1 (época reproductiva natural), se incluyeron un total
de 90 ovejas, de edades comprendidas entre dos y seis afios (3,34 + 1,2), secas y
con una condicion corporal media de 3,5 #0,4 (rango entre 2,75 y 4,25) y de
distribucibn homogénea entre los tres grupos experimentales (P<0,05).
Veinticinco de ellas eran de raza lacaune, 16 de raza segureiia y 49 procedentes de
la F1 de los cruces (romanov x segurefia) y (romanov x lacaune). Estos animales se
distribuyeron aleatoriamente en tres grupos experimentales de 30 animales cada
uno (grupos 1 al 3), quedando la distribucion racial equitativa dentro de cada
grupo, con ovejas de razas segurefia y lacaune, y procedentes de sus respectivos
cruces con romanov, tal y como se puede observar en la tabla 1 y en la figura 9.
Tabla 1. Distribucién racial de las ovejas por grupos de tratamiento (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a

la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento
7 dias + PGF2qy eCG a la retirada)

Raza~ Raza Cruce F1
Segurena Lacaune
Grupo
Control 3 12 15 30
Grupo
PG-Corto 4 9 17 30
Grupo
Corto-PG 9 4 17 30
16 25 49
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Figura 9. Distribucién racial de las ovejas por grupos de tratamiento (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a
la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento
7 dias + PGF2qy eCG a la retirada)

Experimento 1.2

En el Experimento 1.2 (fotoperiodo creciente) se usaron 76 de las 90
ovejas previamente incluidas en el Experimento 1.1, ya que 14 de ellas fueron
excluidas por baja o enfermedad.

La edad de los animales en el experimento 1.2 fue de aproximadamente seis
meses mas que en el experimento anterior (3,7 £ 0,9) y la condicion corporal era
homogénea, con una media de 3,5, variando entre 3 y 4 (3,6 = 0,4); asimismo, la
distribucion fue también homogénea entre los tres grupos experimentales
(P>0,05). Veintiuno de los 76 animales utilizados eran de raza lacaune, 14 de raza
segurefia y 41 procedentes de la F1 de los cruces (romanov x segurefa) y
(romanov x lacaune), y se distribuyeron aleatoriamente en los tres grupos
experimentales (grupos 1 al 3), quedando la distribucién racial, tal y como se
puede observar en la tabla 2 y la figura 10. De esta forma, en todos los grupos de
tratamiento se encontraban ovejas de razas segurefia y lacaune, y procedentes de
sus respectivos cruces con romanov.
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Tabla 2. Distribucion racial de las ovejas por grupos de tratamiento (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a
la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento
7 dias + PGF2qy eCG a la retirada)

Raza
Segurena

Grupo
Control

35

30 1

25 -

M Cruce F1

15 1 ¥ Raza Lacaune

" Raza Segureia

Numero de ovejas

Control PG-Corto Corto-PG

Grupos de tratamiento

Figura 10. Distribucion racial de las ovejas por grupos de tratamiento (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG
a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFz« al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG:
tratamiento 7 dias + PGFzay eCG a la retirada)
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Fase Experimental 2. Efecto de la duracién del tratamiento de sincronizacion
de celos con dispositivos intravaginales liberadores de progestagenos sobre
la funcionalidad hipofisaria y ovarica en ovejas, en fotoperiodo decreciente

En esta fase se complement6é la informacion obtenida en la Fase
experimental 1 mediante el estudio pormenorizado de la funcionalidad hipofisaria
y ovarica relativa a los distintos métodos de sincronizacidon. Por esta razdn, el
numero de animales utilizados fue menor, de la misma raza y durante la misma
época del afio. Los animales se mantuvieron controlados en condiciones
experimentales, en la Granja Docente y de Investigacién Veterinaria de la
Universidad CEU Cardenal Herrera.

En total, se utilizaron 32 ovejas, todas de raza F1 (cruce realizado con
sementales de raza romanov y ovejas de razas segurefia y lacaune) al comprobarse
en el experimento 1 que la respuesta al tratamiento de sincronizacion no se veia
afectada por la raza ovina. La edad oscilé entre 1 y 4 afios de edad (3,19 + 1,148
afios) y la condicién corporal media fue de 3,5 + 0,460 (rango entre 2,5 y 4). El
fotoperiodo en esta fase experimental fue decreciente.

Los animales se distribuyeron de nuevo en tres grupos experimentales,
segun el protocolo de sincronizacion de celo aplicado y descrito previamente para
la Fase Experimental 1 (Figura 8); Grupo Control (n=9), con el tratamiento
“clasico o largo” de 14 dias; Grupo PG-Corto (tratamiento “corto” con
prostaglandina al inicio del tratamiento (n=12) y el Grupo Corto-PG (tratamiento
“corto” y prostaglandina a la retirada del dispositivo vaginal (n=11). Todos los
animales presentaban edades y CC de distribucion homogénea entre grupos
experimentales (P=0,815 para edad y P=0,745 para CC).

Los parametros evaluados en esta fase experimental fueron los siguientes:

. Porcentaje de hembras que mostraron celo, momento medio de
aparicion del mismo y agrupacion de los celos desde las 12 hasta las
80h tras la retirada de los dispositivos.

. Funcionalidad hipofisaria y ovarica mediante:
o Realizacidon de mapas de crecimiento folicular.
o) Medicién de las hormonas LH, E2 circulante y P4.

La deteccidn del celo fue llevada a cabo mediante inspeccidn visual directa
usando moruecos entrenados, cada cuatro horas desde las 12 horas hasta las 80
horas posteriores a la retirada de los dispositivos intravaginales cada 4 horas,
considerandose el momento de aparicidn del celo la primera vez en la que la oveja
aceptaba la monta del macho.
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La funcionalidad ovarica de las ovejas se estudié mediante la valoracion,
por ultrasonografia transrectal con ecografo portatil (Aloka SSD-500, Ecotron,
Madrid, S; sonda transrectal de 7.5 MHz) de los patrones de crecimiento folicular
en el periodo previo al celo y, posteriormente, de la tasa de ovulacién y la calidad
morfologica de los CLs; estos datos se complementaron con la determinacion de
los niveles plasmaticos de E2 y P4 en fase folicular y luteal, respectivamente. La
funcionalidad hipofisaria se valor6 mediante la determinacion de las
caracteristicas y momento de aparicion del pico preovulatorio de LH.

Las observaciones se efectuaron fijando la oveja en posicion de decubito
dorsal. Las heces se extraian manualmente del recto y posteriormente se aplicaba
un gel hidrosoluble, con la finalidad de evitar dafios a nivel de la mucosa rectal y
mejorar la transmision de la imagen ecografica. Seguidamente, la sonda se
colocaba dentro de la ampolla rectal, orientando el transductor
perpendicularmente hacia la pared abdominal. Los foliculos fueron identificados
como estructuras anecoicas y su medicion fue realizada colocando los calibradores
electronicos en el limite ubicado entre la pared folicular y el estroma ovarico. Los
CLs se caracterizaban como estructuras hipoecoicas y homogéneas; sus diametros
mayor y menor se midieron colocando, en forma perpendicular, los calibradores
electronicos del ecdgrafo en la interfase ubicada entre el tejido luteal y el estroma
ovarico.

Los datos ecograficos se organizaron para caracterizar los patrones de cada
onda de crecimiento folicular y sus efectos sobre la poblacion folicular, durante el
intervalo interovulatorio.

Los foliculos ovulatorios presentes en los ovarios se clasificaron por su
didmetro en cuatro grupos seguin su didmetro: foliculos totales (mayores de 2
mm), foliculos pequeiios (2,0-3,0 mm), foliculos medianos (4,0-5,0 mm) y
foliculos grandes (mayor de 5,0 mm). Ademas, durante la fase folicular, también
se tuvieron en cuenta el numero de foliculos nuevos (no detectados el dia
anterior), foliculos en crecimiento (aquellos en los que se produce un aumento de
tamafio con respecto al dia anterior) y foliculos en regresion (aquellos en los que,
bien se produce una disminucion en el didmetro con respecto al dia anterior, o
bien hayan desaparecido). Por ultimo, se anot6 el tamaiio del foliculo mas grande
(F1), del segundo foliculo mas grande (F2) y el tamafio medio del resto de los
foliculos (F resto).

En el mismo periodo de fase folicular, para la evaluacion de los niveles
plasmaticos de E2 se obtuvieron muestras de sangre a las 0, 12, 24, 36, 48 y 60
horas, y para la evaluacién de los niveles plasmaticos de LH se obtuvieron
muestras a las 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76 y 80 horas. Estas
muestras se obtuvieron, mediante puncion de la vena yugular, en tubos vacutainer
heparinizados de 5 ml. Inmediatamente tras la extraccion, se centrifugaron las
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muestras durante 15 minutos a una velocidad de 3500 rpm. Seguidamente, se
almacen¢ el equivalente a 2 ml de plasma/muestra, en criotubo de 3 ml, a una
temperatura de -209C hasta su posterior procesamiento.

La valoracion de numero y la calidad morfolégica y funcional de las
ovulaciones se llevd a cabo 11 dias después de la retirada del tratamiento
progestativo. Esta observacién se realiz6 mediante ecografia transrectal y
mediante la valoracion de los niveles plasmaticos de progesterona en una muestra
de 5ml de sangre obtenida en tubos vacutainer heparinizados; estas muestras de
sangre fueron procesadas de la forma descrita para las muestras anteriores.

La evaluacion de las concentraciones plasmaticas de E2 y P4 se realiz6 en el
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid, mientras que la determinacion de los niveles de LH se
realiz6 en el laboratorio de Fisiologia Comparada del Departamento de
Reproduccion Animal del INIA (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria).

. La concentracion plasmatica de E2 se determiné con un kit de
radioinmunoensayo (ESTR-US-CT Ultrasensible, IBA Molecular, Madrid), segun la
metodologia descrita por Romeu et al. (1995) y adaptada para su uso en plasma
ovino por Gonzalez-Bulnes et al. (2003) (Romeu et al.,, 1995; Gonzalez-Bulnes et al.,
2003). La sensibilidad de la prueba fue de 5 pg/ml y los coeficientes de variacion
intra e interensayo fueron 5,0 y 9,7%, respectivamente.

. Las concentraciones plasmaticas de LH fueron evaluadas usando un kit
de ELISA basado en el principio de union competitiva (LH DETECT for ovine TBM
ReproPharm, Nouzilly, France), cuya sensibilidad fue de 0,01 ng/ml. Para las fases
experimentales 2 y 4, los coeficientes de variacién intra-ensayo fueron de 5,0 y
3,4% y los del inter-ensayo fueron 6,4 y 9,6%, respectivamente. En relacion a las
caracteristicas de la onda preovulatoria de LH, el inicio y final de ésta fueron
definidos como el valor anterior y posterior, respectivamente, al incremento en un
10%, de las concentraciones basales de LH. Las concentraciones basales de LH,
fueron determinados calculando el promedio de las concentraciones de LH antes y
después del pico preovulatorio de LH. La duracion del pico de LH fue definida
como la diferencia entre el inicio y el final de la onda preovulatoria. El area bajo la
curva (AUC), fue calculado usando el método del paralelepipedo descrito por
Rowland en 1989 (Rowland, 1989).

. Las concentraciones plasmaticas de P4 se determinaron con un kit de
radioinmunoanalisis usando kits en fase sélida (PROG-CTRIA progesterona, IBA
Molecular, Madrid). La sensibilidad del analisis y el coeficiente de variacion
intraensayo en la fase experimental 2 fueron 0,3 ng/ml y 3,1%, respectivamente.
En los andlisis realizados durante la fase experimental 4, la sensibilidad y los
coeficientes de variacion intra e interensayos fueron 0,1 ng/ml, 4,8 y 10,0%,
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respectivamente. La presencia de un CL activo fue definida cuando las
concentraciones plasmaticas de P4 fueron iguales o superiores a 0,5 ng/ml.

Fase Experimental 3. Efecto del tipo de dispositivo progestativo intravaginal
(progesterona natural o CIDR versus progestageno sintético o FGA) sobre el
porcentaje de gestacion en ovejas tratadas con un protocolo de
sincronizacién de celos largo (14 dias) en fotoperiodo decreciente

Esta parte del trabajo se centr6 en la comparacidon de la eficiencia de
protocolos de sincronizacion basados en la utilizacibn de dispositivos
intravaginales con dos progestativos diferentes en un protocolo largo tradicional
de 14 dias con administracion de eCG a la retirada de los dispositivos
intravaginales (figura 11) durante fotoperiodo decreciente.

Para esta fase experimental 3 se utilizaron un total de 303 ovejas,
multiparas, de raza lacaune lechera, cedidas por una explotacién comercial de la
zona. El experimento se realiz6 en 4 réplicas de 75 ovejas para el primer lote y de
76 para cada uno de los tres restantes, entre los meses de septiembre a diciembre.
En cada uno de estos grupos habia un 10% de ovejas que no se encontraban en
lactacién (8 en el primer grupo y en el cuarto y 7 en el segundo y en el tercero). La
edad de los animales utilizados fue de 3,1 + 1,55 afos (valores minimo y maximo
de 1,1y 8,3 afios) y de 3,0 £ 1,93 lactaciones/oveja; la condicién corporal entre 1 y
3,8, con un promedio de 2,4 + 0,51. De ellas, un total de 186 (46 ovejas en cada una
de las dos primeras réplicas y 47 ovejas en cada una de las dos ultimas) se
asignaron de manera aleatoria para su sincronizacién con esponjas intravaginales
impregnadas con 20 mg de acetato de flugestona “FGA” (Chronogest®, MSD Animal
Health, Madrid, Espafia) y 117 (29 ovejas en cada una de las tres primeras réplicas
y 30 en la ultima de ellas) con dispositivo tipo “CIDR” (EAZI-BREED™ CIDR® Sheep
Insert, Zoetis, Parsippany, New Jersey, EE.UU.), impregnado con 0,3 g de
progesterona, insertandolo durante 14 dias, aplicando 400 U.I. eCG por via i.m.
(Foligon®, MSD Animal Health, Madrid, Espafia) en el momento de la retirada y
procediendo a la observacion de celo tras la retirada.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 sobre el conjunto de todos los
animales al finalizar la fase experimental. Dentro del grupo sincronizado con
dispositivos de FGA un total de 7 animales se perdieron por diferentes razones
antes de comenzar el protocolo de sincronizacién (eliminacion, error de
separacion en el momento de colocacidn de las esponjas y mortalidad), por lo que
finalmente, recibieron el dispositivo de FGA 179 ovejas adultas. De éstos, durante
el tiempo de sincronizacion se observo un total de 8 pérdidas del dispositivo
(4,469%). En el momento del diagnostico de gestacion se perdieron 4 animales
adicionales por las mismas razones antes descritas, por lo que la “n” final que se
considero en el estudio dentro del grupo FGA fue de 167 animales. La edad de los
animales utilizados en este grupo fue de 3,1 + 1,31 afios (valores minimo y maximo
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de 1,2 y 8,2 afios) y de 3,0 £ 1,70 lactaciones/oveja; la condicion corporal entre 1y
3,8, con un promedio de 2,4 + 0,50.

En el caso del grupo CIDR un total de 12 animales se perdieron por
diferentes razones (eliminacion, error de separacion en el momento de colocacion
de los CIDR y mortalidad), por lo que se sincronizé un total de 105 animales con
dispositivos CIDR. Durante el tiempo de sincronizacion se observaron dos pérdidas
de dispositivo (1,905%). En el momento del diagndstico de gestacion se perdieron
8 animales adicionales por las mismas razones antes descritas, por lo que la “n”
final que se considerd en el estudio fue de 95 animales en el grupo CIDR. La edad
de los animales utilizados en este grupo fue de 2,9 + 1,90 afios (valores minimo y
maximo de 1,1 y 8,3 afos) y de 2,9 * 2,31 lactaciones/oveja; la condicion corporal
entre 1y 3,8, con un promedio de 2,4 + 0,56.

Los datos de edad media, nimero de lactaciones por oveja y condicion
corporal media no difirieron significativamente entre los grupos experimentales
(P=0,361; P=0,864 y P=0,837, respectivamente).

Los machos, utilizados en una proporcién 1:5 también eran de raza lacaune
de aptitud lechera. Se efectuaron diagnosticos de gestacion mediante ecografia
transabdominal para determinar el porcentaje de gestacion y la prolificidad
estimada, con ecografo portatil (SonoSite M turbo, Madrid, S; sonda microconvex
C11 de 5 a 8 MHz).

Grupos experimentales:

* Grupo FGA: las hembras recibieron esponjas intravaginales impregnada
con 20 mg de acetato de flugestona “FGA” (Chronogest®, MSD Animal Health,
Madrid, Espafia).

* Grupo CIDR: estas ovejas se trataron con el dispositivo tipo “CIDR”
impregnado con 0,3 g de progesterona (EAZI-BREED™ CIDR® Sheep Insert, Zoetis,
Parsippany, New Jersey, EE.UU.).

En ambos grupos se administraron 400 U.I. eCG por via i.m. (Foligon®, MSD
Animal Health, Madrid, Espafia) en el momento de la retirada de los dispositivos
(Figura 11).
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Figura 11. Protocolos de sincronizacion de celo en base a dispositivos intravaginales de progestdgenos Grupo FGA o
progesterona Grupo CIDR, utilizados en la Fase Experimental 3. Protocolo de sincronizacion largo, de 14 dias

Fase Experimental 4. Efecto del tipo de dispositivo progestativo intravaginal
(progesterona natural o CIDR versus progestageno sintético o FGA) sobre la
funcionalidad hipofisaria y ovarica en ovejas tratadas con un protocolo de
sincronizacién de celos corto (7 dias) e influencia de la época reproductiva

Para esta cuarta fase experimental se eligié el tratamiento corto que
mejores resultados habia inducido en las fases anteriores 1 y 2: el tratamiento
Corto-PG.

Asi pues, esta parte del trabajo se centr6 en la comparacion de la eficiencia
de protocolos de sincronizaciéon basados en la utilizacién de dispositivos
intravaginales con dos progestativos diferentes en el protocolo corto con
administracion de la prostaglandina en el momento de la retirada de los
dispositivos intravaginales (figura 12). Para ello se llevaron a cabo, de igual forma
que en la primera fase experimental, dos experimentos consecutivos para
determinar posibles efectos del fotoperiodo. Asi, el experimento 4.1 se realizé en
fotoperiodo creciente, y el experimento 4.2, en fotoperiodo decreciente.

Para esta fase experimental 4 se utilizé un total de 49 ovejas, pertenecientes
a la F1 de los cruces realizados con sementales de raza romanov y ovejas de razas
segurefa y lacaune. La edad de los animales utilizados oscilé entre los 2 y los 5
afios (3.48+1.154) y la condicién corporal entre 3.25 y 4, con un promedio de
3.83+0,286).

Grupos experimentales:

e Grupo FGA: las hembras recibieron esponjas intravaginales
impregnada con 20 mg de acetato de flugestona “FGA” (Chronogest®, MSD Animal
Health, Madrid, Espana).

* Grupo CIDR: estas ovejas se trataron con el dispositivo tipo “CIDR”
impregnado con 0,3 g de progesterona (EAZI-BREED™ CIDR® Sheep Insert, Zoetis,
Parsippany, New Jersey, EE.UU.).
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En ambos grupos se administraron 5 mg de prostaglandina Fzq. (Dinolytic®,
Zoetis, Madrid, Espafia) y 400 U.I. eCG (Foligon®, MSD Animal Health, Madrid,
Espafia) por via i.m. ambas, en el momento de la retirada de los dispositivos
(Figura 11).
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insertar retirar administrar , administrar
GRUPO CIDR CIDR CIDR + eCG + PGF,,

Figura 12. Protocolos de sincronizacién de celo en base a dispositivos intravaginales de progestdgenos Grupo
FGA o progesterona Grupo CIDR, utilizados en la Fase Experimental 4. Protocolo corto de sincronizacion de 7 dias

Experimento 4.1 Fotoperiodo creciente

En el Experimento 4.1 (fotoperiodo creciente) los animales se
distribuyeron aleatoriamente en dos grupos experimentales: Grupo FGA (n=24) y
Grupo CIDR (n=25). La distribucién tanto de edad como de CC resultd ser
homogénea entre los dos grupos experimentales (P<0,05).

Las variables consideradas fueron:

. Porcentaje de hembras que mostraban celo, momento medio de
aparicion del mismo y agrupacion de los celos, desde las 12 hasta las 80h
tras la retirada de los dispositivos

. Funcionalidad hipofisaria y ovarica mediante:

o Determinacion de las hormonas LH, E2 y P4.

La evaluacion de las concentraciones plasmaticas de E2 y P4 se realiz6 en el
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid, mientras que la determinacion de los niveles de LH se
realiz6 en el laboratorio de Fisiologia Comparada del Departamento de
Reproduccion Animal del INIA (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria).

. La concentraciones plasmaticas de E2 y P4 se determinaron con un
kit de radioinmunoensayo RIA igual que en la fase experimental 2.
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los coeficientes de variacion intra e interensayo para E2 fueron 5,0 y
9,7%, respectivamente.

. Las concentraciones plasmaticas de LH fueron evaluadas usando un
kit de ELISA al igual que en la fase experimental 2. Los coeficientes
de variacion intra-ensayo fueron de 5,0 y 3,4% y los del inter-ensayo
fueron 6,4 y 9,6%, respectivamente.

Experimento 4.2 Fotoperiodo decreciente

En el Experimento 4.2 (fotoperiodo decreciente) los animales se
distribuyeron en los mismos grupos experimentales previamente descritos para el
experimento 4.1., pero esta vez se cruzaron los grupos, de manera que el Grupo
FGA incluia los 25 animales que previamente eran del grupo CIDR y el Grupo CIDR
incluia las 24 ovejas previamente en el grupo FGA. La distribucién tanto de CC
resulto ser, de nuevo, homogénea entre los dos grupos experimentales (P<0,05).

En esta ultima fase experimental tan sélo se valor6 el porcentaje de salida
en celo, el momento medio del mismo y la agrupacion de los celos, desde las 12
hasta las 80h tras la retirada de los dispositivos.

3.4 Analisis estadistico

Todos los datos recopilados se resumieron en tablas excel para su
depuraciéon y comprobacidon previo al procesado estadistico. El programa utilizado
fue SPSS® 22.0 (IBM Corporation, Nueva York NY, EE.UU.).

Se comprob¢6 la homogeneidad de los grupos experimentales en cuanto a
factores de confusion tales como raza, edad, condicidn corporal y fotoperiodo. Las
variables dependientes fueron la respuesta al tratamiento (fertilidad y prolificidad
en caso de las Fases Experimentales 1 y 3), tasas de presentacion de celos (fases
experimentales 2 y 4) y estudio de la fase luteal (fases 2 y 4). En los estudios de la
dinamica folicular (fase experimentales 2) las variables fueron el nimero de
foliculos presentes, la presencia de foliculo dominante y la evidencia de ovulacion
o no. Las determinaciones hormonales (fases experimentales 2 y 4) se
consideraron también variables continuas y dependientes, y de relevancia en estas
mismas fases experimentales.

Las diferencias estadisticas en los parametros continuos (prolificidad, CC,
edad y parametros hormonales) para mas de dos grupos se estimaron mediante
analisis de varianza (ANOVA), pero también se realizaron las pruebas Student-
Newman-Keuls, y de Duncan post hoc para contrastar las diferencias dentro de los
grupos.
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Para comparar las medias entre dos grupos en el caso de variables
continuas (prolificidad, CC, edad y parametros hormonales) se utiliz6 la prueba de
t de Student. Para las variables con varianza no esférica, se utilizé6 un nivel de
significacion de Greenhouse.

La comparacion entre las frecuencias de las variables categéricas (raza,
respuesta al tratamiento, salida en celo a intervalos horarios) se analiz6 mediante
purebas de Chi cuadrado, al igual que la respuesta al tratamiento o fertilidad, que
se considerd como variable dicotomica (si/no). Adicionalmente, se exploraron las
significancias del efecto de los tratamientos experimentales, simultdneamente con
el efecto de factores que pudieran ejercer un efecto adicional y/o de confusion
(edad, CC, raza y fotoperiodo) mediante procedimientos de regresion logistica
binaria, por pasos prospectivos basados en estadisticos de Wald con criterio de
P>0.10, incluyendo las interacciones de primer grado.

Los datos ecograficos fueron valorados usando un analisis de la varianza
(ANOVA) de una sola via. Asimismo, se llevo a cabo una correlacién de Pearson,
para determinar la asociacion entre el didmetro y el area (con o sin cavidad) del CL
y los niveles de P4 en plasma.
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4 Resultados

4.1 Fase experimental 1. Efecto de la duracion del tratamiento
de sincronizacion de celos con dispositivos intravaginales
liberadores de progestagenos e influencia de la época
reproductiva y de la raza ovina

En el experimento 1.1 se utilizaron un total de 90 ovejas con una edad
media de 3,36 + 1,2; de ellas, 25 eran de raza lacaune (27,8%), 16 eran de raza
segurefia (17,8%) y 49 eran el resultado de la F1 de los cruces de las anteriores
con romanov (54,4%). Tal y como se ha descrito en el apartado material y

meétodos, la distribucién de razas fue homogénea entre grupos experimentales
(P>0,05).

Tabla 3. Niimero y porcentaje de animales por raza que se incluyeron en el estudio de distintos tratamientos de
sincronizacién del celo basados en el uso de dispositivos intravaginales de progestdgenos en fotoperiodo
decreciente

Raza % (N)

Cruce F1 54,4 (49)

Lacaune 27,8 (25)

Segureia 17,8 (16)

En el experimento 1.2 se utilizaron 76 ovejas de las 90 que se utilizaron en
el experimento 1.1. De las 14 ovejas restantes, 12 se encontraban gestantes y dos
causaron baja por muerte. Una, a causa de una toxemia de gestacion y la otra por
un meteorismo.

Las 76 hembras participantes en el experimento 1.2 tenian una media de
3,7 £ 0,9 aflos de edad y de ellas 21 pertenecian a la raza lacaune (27,63%), 14 a la
raza segurefa (18,42%) y 41 a la F1 de los cruces de las razas anteriormente
citadas con la raza romanov (53,95%), tal y como se puede observar en la tabla 4.
Igualmente, la distribucion de razas fue homogénea entre grupos experimentales
(P>0,05).
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Tabla 4. Niimero y porcentaje de animales por raza que se incluyeron en el estudio de distintos tratamientos de
sincronizacién del celo basados en el uso de dispositivos intravaginales de progestdgenos en fotoperiodo creciente

Raza % (N)

Cruce F1 54,0 (41)

Lacaune 27,6 (21)

Segureia 18,4 (14)

En primer lugar, describiremos los resultados separados por experimentos
1.1 (fotoperiodo decreciente) y 1.2 (fotoperiodo decreciente), para pasar a mostrar
resultados con grupos agrupados en caso de permitirlo los resultados estadisticos
y el disefio metodolégico.

4.1.1 Experimento 1.1 Influencia del tipo de tratamiento sobre el
porcentaje de gestacion durante el fotoperiodo decreciente

Este experimento se realizé sobre un total de 90 animales, divididos en tres
grupos experimentales distintos: Grupo control o de tratamiento “largo”
(tratamiento 14 dias + eCG a la retirada), Grupo PG-Corto (tratamiento 7 dias +
PGF2q al inicio + eCG a la retirada) y (Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGF2q y
eCG a la retirada), con una edad media de 3,36 * 1,21 afios, sin diferencias
significativas entre los tres grupos (P=0,210), siendo la media en el grupo control
de 3,08 + 1,10 afos, de 3,23 + 1,06 anos en el grupo PG-Corto y de 3,76 + 1,38 afios
en el grupo Corto-PG.

La condicién corporal no fue significativamente diferente entre los tres
grupos (P=0,462), con una media total de 3,51 * 0,40, siendo esta media de 3,61 *
0,34 en el grupo control o “largo”, 3,50 * 0,44 en el grupo PG-Corto y 3,42 + 0,40 en
el grupo Corto-PG.

Los resultados de porcentaje de gestacion en funciéon del tratamiento se
pueden observar en la figura 13. El grupo de animales que mostré un mayor
porcentaje de gestacion durante el fotoperiodo decreciente fue el tratamiento
“corto” con prostaglandina F2q en el momento de la retirada del progestageno
(grupo Corto-PG: 90,0%), seguido del otro grupo corto (PG-Corto: 80%) vy,
finalmente, del grupo control o tratamiento largo (76,7%); sin embargo, estas
diferencias numéricas no fueron significativas en ningun caso (figura 13).
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B Porcentaje de gestacion B Porcentaje de ovejas no gestantes

90,0%

80,0%

76,7%

23,3% 20,0%

10,0%

Control PG-Corto Corto-PG
Tipo de tratamiento

Figura 13. Porcentaje de ovejas gestantes y no gestantes segiin grupo experimental durante el fotoperiodo
decreciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFza
al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)

El andlisis de regresion logistica, considerando la variable dependiente el
porcentaje de gestacion e incluyendo los factores que pudieran influir de manera
significativa en esta variable (considerados factores de confusién, como la raza, la
edad y condicion corporal) corroboré los resultados descritos previamente sin
encontrar significancia en los odds ratios de ninguna de las variables consideradas
posibles factores de confusidn, ni de la variable independiente o tratamiento.

En lo referente a la prolificidad, aunque no hubo diferencias significativas
(P=0,669), si se observaron diferencias numéricas (figuras 14 y 15). Asi pues,
durante el fotoperiodo decreciente, el mayor porcentaje de animales con partos
dobles se observo en el grupo de tratamiento Corto-PG (44%), seguido por el
grupo de tratamientos largos (40%) y finalmente el grupo PG-Corto. En cambio, en
las ovejas del grupo PG-Corto fue el que mayor nimero de partos triples mostré
(36% vs. 18,2 y 18,5% para PG-Corto, largos y Corto-PG, respectivamente).
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H1lcord ®2cord “3cord ®4cord ®5cord

44,4%

22,7%

11,1%

Control PG-Corto Corto-PG

Grupo experimental

Figura 14. Porcentaje de ovejas que paren 1, 2, 3, 4 6 5 corderos por parto dependiendo de la duracion del
tratamiento administrado en fotoperiodo decreciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada,

Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias +
PGFzqy eCG a la retirada)

B Media

Control PG-Corto Corto-PG
Grupo experimental

Figura 15. Prolificidad media y error estdndar en los distintos grupos de tratamiento administrados en
fotoperiodo decreciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7
dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)
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4.1.2 Experimento 1.2 Influencia del tipo de tratamiento sobre el
porcentaje de gestacion durante el fotoperiodo creciente

Este experimento se realizé sobre un total de 76 animales, divididos en tres
grupos experimentales: Grupo control o de tratamiento “largo” (tratamiento 14
dias + eCG a la retirada), Grupo PG-Corto (tratamiento 7 dias + PGF2 al inicio +
eCG a la retirada) y Grupo Corto-PG (tratamiento 7 dias + PGFzq y eCG a la
retirada), con una edad media de 3,67 * 0,92 afios, sin diferencias significativas
entre los tres grupos (P=0,943), siendo la media en el grupo control de 3,80 * 0,99
afios, de 3,56 * 0,92 anos en el grupo PG-Corto y de 3,63 *+ 0,84 afios en el grupo
Corto-PG.

La condicién corporal no fue significativamente diferente entre los tres
grupos (P=0,916), con una media total de 3,60 = 0,39, siendo el valor de CC 3,54 *
0,39 en el grupo control o “largo”, 3,65 * 0,38 en el grupo PG-Corto y 3,63 + 0,39 en
el grupo Corto-PG.

Durante el fotoperiodo creciente tampoco se observaron diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de hembras gestantes en los tres grupos
estudiados, aunque el grupo que obtuvo un mayor porcentaje de animales
gestantes fue el grupo control, con un 80,0%, frente al 79,2% de respuesta que se
observd en el grupo PG-Corto. En cambio, en este fotoperiodo, a diferencia del
anterior, el grupo menos efectivo fue el grupo corto con prostaglandina Fz4 al final
(Corto-PG), con un 59,1% de ovejas que respondieron al mismo (figura 16).

B Porcentaje de gestaciéon H Porcentaje de ovejas no gestantes

80,0% 79,2%

20,8%

Control PG-Corto Corto-PG
Grupo experimental

Figura 16. Porcentaje de ovejas gestantes y no gestantes dependiendo del tipo de tratamiento administrado en
fotoperiodo creciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias
+ PGF2q al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFz2«y eCG a la retirada)
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Al igual que se hizo en el experimento 1.1., el analisis de regresion logistica,
considerando la variable dependiente el porcentaje de gestacion e incluyendo los
factores que ademas, pudieran influir de manera significativa en el porcentaje de
gestacion (considerados factores de confusion, como la raza, la edad y condicién
corporal) corroboré los resultados descritos previamente sin encontrar
significancia en los odds ratios de ninguna de las variables consideradas posibles
factores de confusion, ni de la variable independiente o tratamiento.

En lo referente a la prolificidad, las diferencias entre grupos tampoco
fueron significativas (P=0,938), y las diferencias numéricas fueron menos
marcadas que durante el fotoperiodo decreciente (figuras 17 y 18). El mayor
porcentaje de animales con partos dobles se observd, de nuevo, en el grupo de
tratamiento Corto-PG (38%), seguido por el grupo PG-Corto (26%) y finalmente
las ovejas del grupo control (25%). Este mismo orden se observd en los partos
quintuples. En cambio, en las ovejas del grupo Corto-PG no se observéd ningun
parto cuadruple, mientras que un 10,5% de ovejas del grupo PG-Corto y un 8,3%
del grupo control tuvieron cuatro corderos.

H1cord ®2cord 3cord ®4cord ®5cord

37.50% 26.80% 38,50%

26,309
25,00% 25,00% A

10,50%

8,30% 7,7%

Control PG-Corto Corto-PG
Grupo experimental

Figura 17. Porcentaje de ovejas que paren 1, 2, 3, 4 6 5 corderos por parto dependiendo de la duracion del
tratamiento administrado en fotoperiodo creciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada,
Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias +
PGFzqy eCG a la retirada)
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B Media

Control PG-Corto Corto-PG
Grupo experimental

Figura 18. Prolificidad media y error estdndar en los distintos grupos de tratamiento administrados en
fotoperiodo creciente (Grupo control: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias
+ PGF2q al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFz2«y eCG a la retirada)

Dado que en el fotoperiodo creciente hubo una mayoria de animales con
ausencia de cuerpos luteos, desde el punto de vista metodolégico, podemos unir
los dos grupos de tratamientos cortos en uno y efectuar una comparacion global
del tratamiento largo con respecto a los tratamientos cortos. Los resultados de
porcentaje de gestacion asi agrupados se pueden observar en la figura 19
obtenidos en fotoperiodo creciente. En el grupo control se observé un porcentaje
de gestacion del 80%, y agrupando los dos tratamientos cortos se pudo observar
un porcentaje de gestacion medio del 69,6%.

B Porcentaje de gestacion H Porcentaje de ovejas no gestantes

80,0%
69,6%

30,4%

Largo Cortos

Tipo de tratamiento de sincronizacion del celo

Figura 19. Porcentaje de ovejas gestantes y no gestantes dependiendo de la duracién del tratamiento
administrado en fotoperiodo creciente (Grupo Largo: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo de
tratamientos Cortos: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio o a la retirada + eCG a la retirada)

La comparativa de prolificidad agrupando las ovejas en tratamiento largo,
respecto de tratamientos cortos, se puede observar en la figura 20. El porcentaje
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mas elevado en prolificidad en fotoperiodo creciente lo registraron las ovejas de
partos triples del grupo control (37,5%). En los tratamientos cortos se obtuvo un
porcentaje de partos triples y dobles similar (31,3%). El nimero de ovejas que
tuvieron un parto simple coincidio en el grupo largo y en el de tratamientos cortos
(25,0%) y éste a su vez, coincidio con las ovejas que tuvieron un parto doble en el
grupo de tratamiento largo. Este porcentaje de ovejas de parto doble fue superado
por las ovejas que habian recibido un tratamiento corto (31,3%).

Hlcord M2cord "3 cord ®M4cord H¥5cord

37,5%

31,3% 31,3%

25,0%  25,0%

6,3% 6,3%

Largo Cortos

Tipo de tratamiento de sincronizacién del celo

Figura 20. Porcentaje de ovejas que parieron 1, 2, 3, 4 6 5 corderos por parto dependiendo de la duracion del
tratamiento administrado en fotoperiodo creciente (Grupo Largo: tratamiento 14 dias + eCG a la retirada, Grupo
de tratamientos Cortos: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio o a la retirada + eCG a la retirada)

4.1.3 Influencia del fotoperiodo sobre las tasas de gestacion y

prolificidad

El porcentaje de ovejas que respondieron al tratamiento fue
numéricamente superior cuando el fotoperiodo era decreciente, aunque esta
diferencia no fue significativa (P=0,184), tal y como se aprecia en la figura 21.
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B Porcentaje de gestacion H Porcentaje de ovejas no gestantes

82,2%
73,7%

26,3%

Decreciente Creciente

Tipo de fotoperiodo

Figura 21. Efecto del fotoperiodo (creciente vs. decreciente) sobre el porcentaje de gestacion en ovejas

sincronizadas con diferentes protocolos de sincronizacién basados en la insercion de dispositivos intravaginales
liberadores de progestdgenos.

No se observaron diferencias significativas entre fotoperiodo creciente y
decreciente (P=0,577) sobre la prolificidad al parto (2,50 vs. 2,39 para decreciente
y creciente, respectivamente) registrandose valores idénticos de prolificidad

minima (1 cordero/parto) y maxima (5 corderos/parto), siendo muy semejantes
de igual forma los valores de prolificidad media en ambos casos (figura 22).

B Media A Minimo XMaéaximo

Prolificidad
w

Decreciente Creciente

Tipo de fotoperiodo

Figura 22. Efecto del fotoperiodo (creciente vs. decreciente) sobre la prolificidad media en ovejas sincronizadas
con diferentes protocolos de sincronizacién basados en la insercién de dispositivos intravaginales liberadores de
progestdgenos
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En lo que respecta al efecto del fotoperiodo dentro de los grupos
experimentales, observamos Unicamente diferencias en el porcentaje de gestacion.
El grupo Corto-PG resulté mejor durante el fotoperiodo decreciente (90,0% vs.
59,1% decreciente vs. creciente, respectivamente P=0,009). El porcentaje de
gestacion fue similar en el resto de grupos. En el grupo control fue del 76,7 vs.
80,0%, para el fotoperiodo decreciente y creciente, respectivamente (P=0,754),
mientras que en el grupo de tratamiento PG-Corto, las cifras fueron del 80,0 vs.
79,2% con un valor de P del 0,940.

4.1.4 Influencia de la raza sobre el porcentaje de gestacion y
prolificidad

El factor racial no influy6 significativamente en el porcentaje de gestacion,
como se puede apreciar en la figura 23 con un porcentaje de hembras gestantes
semejante en las dos razas puras utilizadas (78,3% y 76,7%) al igual que en los
hibridos F1 (78,9%).

B Porcentaje de gestacion H Porcentaje de ovejas no gestantes

78,3%

21,1% 21,7%

F1 Lacaune Segureia

Razas

Figura 23. Porcentaje de hembras gestantes y no gestantes segun raza (lacaune, segureiia o F1 del cruce de éstas
con romanov) sincronizadas con diferentes protocolos de sincronizacién basados en la insercion de dispositivos
intravaginales liberadores de progestdgenos

Sin embargo, si que observamos un efecto significativo de la raza sobre la
prolificidad (figura 24). De hecho, el mayor porcentaje de partos de un solo
cordero se produjo en la raza segureia, con un 41,7%, frente a la lacaune y el cruce
F1, donde estos porcentajes bajaron al 22,9% y 12,7%, respectivamente. En
relacién a los partos multiples (de 2 a 5 corderos), el cruce F1 demostré
claramente su superioridad sobre la lacaune en partos triples, cuddruples y
quintuples, con un 33,8%, un 18,3% y un 5,6%, respectivamente, frente al 25,7%,
57%y 2,9% que se registraron en la raza lacaune. Esta ultima, super6 a la F1 en el
porcentaje de partos dobles, que fue del 42,9%, frente al 29,6% observado en la F1.
La raza segurefa también superd a la F1 en el porcentaje de partos dobles, que fue
del 33,3%, frente al 29,6% (P=0,05).
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B 1 cord/parto ®™2cord/parto ¥ 3cord/parto ™4 cord/parto ¥5 cord/parto

0
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Figura 24. Porcentaje de ovejas con 1, 2, 3, 4 0 5 corderos por parto segiin razas (lacaune, segurefia o F1 del
cruce de éstas con romanov) sincronizadas con diferentes protocolos de sincronizacién basados en la insercién de
dispositivos intravaginales liberadores de progestdgenos

4.2 Fase experimental 2. Efecto de la duraciéon del
tratamiento de sincronizacion de celos con dispositivos
intravaginales liberadores de progestagenos sobre la
funcionalidad hipofisaria y ovarica en ovejas, en fotoperiodo
decreciente

En esta fase experimental se trabajo con un total de 32 ovejas distribuidas
en los mismos tres grupos experimentales previamente descritos en la fase
experimental anterior.

La edad media en los tres grupos fue de 3,19 * 1,15, sin diferencias
significativas entre ellos (P=0,815) al igual que la condicion corporal media de 3,45
* 0,46, sin diferencias significativas entre los tres grupos (P=0,745).
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4.2.1 Influencia del tipo de tratamiento sobre el porcentaje de
presentacion de celo y momento de aparicion del celo

La determinacion del momento de aparicion del celo, realizada cada 4h
desde las 12h hasta las 80h después de la retirada de las esponjas, mostré que el
porcentaje de hembras que salieron en celo fue del 87,66%. Los porcentajes de
respuesta entre grupos fueron 100% en el grupo control, 63,6% en el grupo PG-
Corto y del 90,9% en el grupo Corto-PG. Estas diferencias numéricas, mostraban
una tendencia estadisticamente significativa (P=0,065; Tabla 5), que ratificaba que
en el grupo PG-Corto se obtuvo una menor respuesta al tratamiento en relacion a
los otros dos grupos (control y Corto-PG).

Tabla 5. Porcentaje de presentacion de celo segiin grupo experimental

Grupo de tratamiento Respuesta al tratamiento

Control 100,0%
PG-Corto 63,6%
Corto-PG 90,9%

(Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al
inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzay eCG a la retirada)

El andlisis de regresion logistica, considerando la variable dependiente la
presentacion de celo corroboro los resultados descritos previamente sin encontrar
significancia en las odds ratio de ninguna de los posibles factores de confusion
(edad ni condicion corporal) ni de la variable independiente o tratamiento, con
valores P>0,05 en todos los casos.

El tiempo (T) medio de salida en celo fue de 42,31 * 14,88 h, no existiendo
diferencias significativas entre los tres grupos (P=0,165; tabla 6). En el grupo
control, el tiempo medio fue de 35,11 + 5,20 h; en el grupo PG-Corto, de 43,43
+19,24 h; y en grupo Corto-PG, de 48,0 + 16,0 h.
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Tabla 6. Tiempo medio transcurrido (h) entre la retirada de las esponjas intravaginales y el momento en que
salieron en celo las ovejas pertenecientes a los distintos grupos experimentales

Grupo tratamiento T medio * Desviacion tipica T minimo T maximo

Control 35,11 +5,20 24 40
PG-Corto 43,43+£19,24 28 80
Corto-PG 48,00 £ 16,00 24 72

(Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al
inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzay eCG a la retirada)

En cuanto a la agrupacién de presentacion del celo, pudimos observar que
el total de animales que respondieron al tratamiento lo hicieron, en el caso del
grupo control, en 16h. En el grupo PG-Corto este intervalo fue de 52h, mientras
que en el grupo Corto-PG fue de 48h (P<0,05).

Al ir analizando el porcentaje de animales que iba saliendo en celo en las
valoraciones cada 4h, se pudo observar el grado de agrupacion de la presentacion
del celo, ademas del momento en el que el 100% de los animales lo mostraron
(figura 25). En resumen, las ovejas del grupo control salieron en celo de manera
mas agrupada, con el 100% de ellas en la hora 40 tras la retirada de las esponjas.
Los tratamientos cortos se distribuyeron mas en el intervalo de observacion de
celo, encontrandose el 100% de celos a las 80h y 72h, respectivamente para los
grupos PG-Corto y Corto-PG, respectivamente.

Unicamente, en la hora 40, se observaron diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo Corto-PG (P=0,018), con un 100% y un 69,2% de ovejas
en celo, respectivamente. Los porcentajes acumulados de animales en celo el resto
de intervalos no fueron estadisticamente significativos. En la Figura 26 se recoge
de forma detallada esta dinamica de celos, y se puede observar esta agrupacion
mas marcada de salida en celo en el grupo control y Corto-PG.
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Figura 25. Porcentaje de ovejas de cada grupo que mostraron celo en las horas posteriores a la restirada de las
esponjas. (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias +
PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)
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Figura 26. Porcentaje de ovejas de cada grupo que salen en celo en las horas posteriores a la restirada de las
esponjas. (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias +
PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzay eCG a la retirada)

Para la siguiente parte del estudio en donde profundizamos en la dinamica
folicular y funcionalidad ovarica e hipofisaria trabajamos so6lo con las ovejas que
salieron en celo en el intervalo 0-60h tras retirada esponjas para asegurar que la
informacion diferenciada entre grupos se debia a los ciclos inducidos por los
tratamientos experimentales.

Asi pues se estudiaron un total de 9 ovejas en el grupo control, 7 ovejas en
el grupo PG-Corto y 7 en el grupo Corto-PG.

4.2.2 Influencia del tipo de tratamiento sobre la dinamica de
crecimiento folicular

La dindmica de crecimiento folicular consecuente a la retirada del
progestageno en aquellos animales que presentaron signos de celo fue similar en
los tres grupos de tratamiento. En esencia, se produjo un aumento en el nimero
total de foliculos grandes (diametro mayor o igual a 6mm; Figura 27) y un
aumento en el diametro medio de los foliculos mas grandes (F1 y F2; Figura 27).
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Figura 27. Niimero medio de foliculos 2a 4mm, divididos en medianos (4-5mm; barra roja) y grandes (26mm;
barra azul), durante la fase folicular de ovejas pertenecientes a tres grupos distintos experimentales (Grupo
control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio +
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Figura 28. Didmetro medio del mayor foliculo en tamario (F1; linea azul), del segundo mayor (F2; linea roja) y
del resto de foliculos (resto; linea verde) durante la fase folicular de ovejas pertenecientes a tres grupos distintos
de tratamiento (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7
dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)
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Sin embargo, si bien los perfiles de crecimiento de los foliculos fueron
similares, hubo diferencias significativas en el nimero de foliculos entre los tres
grupos. Observamos que el numero de foliculos medianos descendié desde el
momento de retirada del progestageno hasta 48h después en los grupos control y
PG-Corto; por el contrario, en el grupo Corto-PG aumento entre las Oh y 24h, para
descender entre las 24h y 48h, aunque las diferencias no fueron significativas
(P=0,231 y P=0,371, para la comparativa 0-24h y 24-48h, respectivamente). Sin
embargo, a pesar de esta falta de significancia, esta diferencia numérica resultd, a
las 24h, en un numero de foliculos medianos (4-5mm) mayor en el grupo Corto-PG
que en los otros dos grupos (P<0,05). Estas diferencias se hicieron mas evidentes
al considerar solo los foliculos que se encontraban en crecimiento en cada una de
las observaciones (Figura 28); ya que se observo practicamente el triple de
foliculos medianos en el grupo Corto-PG respecto a los otros grupos (P<0,05). En
cuanto a la evolucion de la cantidad de foliculos grandes en los diferentes
momentos en cada grupo de tratamiento, observamos un aumento de los mismos
de 0 a 24h en todos los grupos, sin diferencias significativas entre momentos para
ninguno de los grupos (P=0,111; P=0,611 y P=0.442). Sin embargo, en el paso de
24 a 48h tras la retirada de los dispositivos, los grupos de tratamientos cortos
mostraron tendencia y significancia estadistica en la elevacion del nimero de
foliculos grandes de la hora 24 a la 48 (de 0,67 a 1,67; P=0,076 en PG-Corto y de
1,00 2 2,62; P=0,003 en PG-Corto).

En la figura 28 se puede apreciar también que el nimero medio de foliculos
grandes en crecimiento a las 48h (es decir, los foliculos ovulatorios) fue mayor en
los grupos que recibieron un tratamiento corto (PG-Corto y Corto-PG), respecto del
grupo control, en que se llevd a cabo un tratamiento largo, lo que refleja este
crecimiento significativo previamente descrito de los foliculos en estos grupos
“cortos”.
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Figura 29. Nimero medio de foliculos mayores o iguales a 4mm, divididos en medianos (4-5mm; barra roja) y
grandes (26mm; barra azul), durante la fase folicular de ovejas pertenecientes a tres grupos distintos de
tratamiento (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7
dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)

4.2.3 Influencia del tipo de tratamiento sobre la liberacion de
estradiol

Los resultados de estradiol (E2) de las muestras obtenidas (en 6 momentos
diferentes respecto al momento de retirada de las esponjas) mostraron
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concentraciones ligeramente superiores de E2 en el momento de la retirada de las
esponjas en el grupo Corto-PG (0,84 pg/ml), respecto a los grupos control y PG-
Corto (0,34 pg/ml y 0,14 pg/ml, respectivamente), aunque estas diferencias no
fueron significativas (P=0,377).

Doce horas después de la retirada de las esponjas observamos una
tendencia en el grupo control para los niveles de E2 con respecto a los grupos
cortos (3,16 pg/ml; 1,86 pg/ml y 2,03 pg/ml para control, PG-Corto y Corto-PG
respectivamente, P=0,066)

En el siguiente momento (hora 24), el grupo que marcé la diferencia
respecto a los otros dos fue el grupo control; que paso a ser el grupo de menor
liberacion de E2 respecto a los grupos cortos (2,15 pg/ml en grupo control, frente
a 3,77 pg/ml en PG-Corto y 4,12 pg/ml en Corto-PG; P<0,0001).

En la hora 36 los tres grupos fueron similares (grupo control: 4,30 pg/ml;
grupo PG-Corto: 3,86 pg/ml; grupo corto-PG: 4,56 pg/ml), al igual que en la hora
48 (grupo control: 2,18 pg/ml; grupo PG-Corto: 1,57 pg/ml; grupo Corto-PG: 2,02
pg/ml).

Sin embargo, en ultima observaciéon (hora 60) si que observamos
diferencias significativas (P=0,002) entre el grupo Corto-PG con mayor
concentracion de E2 y los grupos control y PG-Corto, con niveles de E2 de 3,44
pg/ml, 1,46 pg/mly 1,48 pg/ml, respectivamente (figura 30).

[N
(=)

Control
===PG-corto

Corto-PG

Niveles de estradiol (pg/ml)
O R, N WH UTO g9 0 O

0 12 24 36 48 60
Horas de muestreo desde la retirada de los dispositivos intravaginales

Figura 30 . Niveles de estradiol medios (pg/ml) en cada grupo de tratamiento en las horas posteriores a la
retirada de las esponjas. (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto:
tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFza y eCG a la
retirada). a, b indican diferencias significativas entre grupos en cada momento de muestreo, con P<0,001
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4.2.4 Influencia del tipo de tratamiento sobre el momento de
aparicién del pico de LH y sobre la concentracién maxima
de LH

En relacién a las concentraciones de LH observamos que en todas las
hembras en celo, independientemente del grupo experimental, tuvo lugar una
descarga preovulatoria de LH posterior a la retirada de los dispositivos. No
observamos diferencias en el momento de apariciéon de la descarga de LH entre
grupos (tabla 7), si bien se observo un mayor agrupamiento en el caso del grupo
Corto-PG (figura 31), con aproximadamente el 90% de las hembras con descarga
de LH en las 8 horas posteriores a la aparicion del celo.

Tabla 7. Media y desviacién tipica del momento de aparicién del pico de LH, en horas, y concentracion mdxima de
LH, en ng/ml, en las ovejas pertenecientes a los distintos grupos experimentales

Grupo Grupo

Grupo Control PG-Corto Corto-PG

Momento aparicién pico LH (h) 10,67 + 4,90 12,00+5,66 8,00+ 3,70

Concentracion maxima pico LH (ng/ml) 38,95 + 27,66 12,40+4,40 47,13 +30,51

(Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al
inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFz«y eCG a la retirada)
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Figura 31. Porcentaje absoluto (superior) y acumulado (inferior) de ovejas que presentaron descarga
prevulatoria de LH (ng/ml) en cada grupo experimental en las horas posteriores a la apariciéon del celo (Grupo
control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada, Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFzq al inicio +
eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias + PGFzqy eCG a la retirada)

Finalmente, debe resefiarse que las concentraciones maximas de LH fueron
significativamente menores en el grupo PG-Corto (P<0,05; Tabla 7).
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4.2.5 Influencia del tipo de tratamiento sobre la tasa de ovulacién
y funcionalidad de cuerpos luteos

La evaluacién y funcionalidad de la fase luteal se realiz6 sdlo en las hembras
que habian salido en celo hasta la hora 60 tras la retirada de las esponjas. Se
valoro, por una parte, mediante el nimero de CL por ecografia transrectal, y por
otra, mediante las concentraciones de P4 en sangre circulante once dias después
de la retirada de las esponjas.

El nimero de CL fue muy similar en los tres grupos, con una media de 2,56
+ 0,88 CL/oveja en el grupo control, 2,43 + 0,53 en el grupo PG-Cortoy 2,57 + 0,53
en el grupo Corto-PG. Sin embargo, la distribuciéon de animales con 2, 3 6 4 CL
agrupando los grupos de tratamientos cortos respecto al grupo largo mostr6 una
tendencia significativa (P=0,1) con mas hembras con 3 CL en los grupos cortos
(11.1% en control, 57,1% en Corto-PG y 43.5% en PG-Corto). Por otro lado, sélo se
observaron hembras con 4 CL en el grupo control (0 versus 22.2%; P=0,027).

En relacion a la funcionalidad de los CL, los niveles de P4 mas elevados se
obtuvieron en el grupo control, con 4,02 + 3,65 ng/ml, seguidas del grupo Corto-
PG, con valores medios de 3,09 + 1,84 ng/ml. El grupo PG-Corto fue el que presentd
niveles mas bajos de P4, al igual que en nimero medio de CL, con una media de
2,14 * 1,49 ng/ml. No hubo diferencias significativas en los niveles de
progesterona en sangre observados en los distintos grupos (P=0,398; Figura 33).
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Figura 32 . Numero de CL y niveles medios de progesterona (ng/ml) en los distintos grupos de tratamiento 11
dias después de la retirada de las esponjas. (Grupo control: tratamiento “largo” de 14 dias + eCG a la retirada,
Grupo PG-Corto: tratamiento 7 dias + PGFz« al inicio + eCG a la retirada, Grupo Corto-PG: tratamiento 7 dias +
PGFzqy eCG a la retirada)

123



Resultados

4.3 Fase experimental 3. Efecto del tipo de dispositivo
progestativo intravaginal (progesterona natural o CIDR
versus progestageno sintético o FGA) sobre el porcentaje de
gestacion en ovejas tratadas con un protocolo de
sincronizacion de celos largo (14 dias) en fotoperiodo
creciente

En esta fase experimental se profundizé en la utilizacién de un nuevo
dispositivo intravaginal con progesterona natural (CIDR®) en comparacién con las
esponjas de progestagenos habituales en base a FGA, que se utilizaron en las fases
experimentales previas, 1y 2.

El tratamiento de sincronizacion aplicado para la comparacién fue el mas
ampliamente difundido en la actualidad: el tratamiento de 14 dias de
mantenimiento de los dispositivos intravaginalmente y administracion de 400 Ul
de eCG i.m. a la retirada de los mismos. El fotoperiodo en el que se efectud este
experimento fue el decreciente.

Inicialmente, los grupos experimentales FGA y CIDR estaban formados por
186 y 117 ovejas, respectivamente, y de ellas se perdieron 7 animales en el primer
grupo y 12 en el segundo. Estas bajas fueron provocadas por eliminacion, por error
de separacion de lotes en el momento de colocar los dispositivos y por mortalidad.
Debido a estas pérdidas en ambos grupos, FGA y CIDR, se insertaron 179 y 105
dispositivos, respectivamente.

Estos animales se distribuyeron aleatoriamente, quedando los animales
repartidos homogéneamente entre los dos grupos en lo que a edad y condicién
corporal se refiere.

Tal y como se detalla en el apartado de material y métodos del presente
experimento, las pérdidas de dispositivo vaginal observadas en los dos grupos
experimentales fueron del 4,469% (8/179) en el grupo FGA y del 1,905% (2/105)
en el grupo CIDR. Estos diferentes porcentajes numéricos no fueron
estadisticamente significativos (P=0,332).

Por lo tanto, en el momento de la retirada de los dispositivos, el grupo FGA
habia quedado reducido a 171 animales y el grupo CIDR a 103 animales. 40 dias
después, en el momento de hacer el diagnostico de gestacion, otras 4 ovejas habian
desaparecido del grupo FGA, bien por eliminacion, por error de cambio a otro lote
o por mortalidad. Por estas mismas razones desaparecieron 8 animales del grupo
CIDR.

Finalmente, en el estudio de fertilidad, quedaron 262 ovejas,: 167 se
sincronizaron y diagnosticaron con esponjas FGA mientras que 95 se
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sincronizaron y diagnosticaron, con los dispositivos CIDR. La edad media de esta
poblacién fue de 3,1 # 1,55 afios y 3,0 £ 1,93 lactaciones. La condicion corporal
media (CC) fue de 2,4 + 0,51. La distribucién de edad, nimero de lactaciones/oveja
y CC no vari6é de manera estadisticamente significativa (P>0,05) entre los grupos
de tratamiento, tal y como se ve en la tabla 8.

Tabla 8. Niumero de animales de raza Lacaune de aptitud lechera que se incluyeron en cada grupo de
tratamiento, valores medios de la edad, condicién corporal y niimero de lactaciones

Grupo N Edad cC N2 lactaciones
FGA 167 3,1+1,31 2,4+0,50 3,0+1,70
CIDR 95 2,9+1,90 2,4+0,56 291231
Valor de P 0,361 0,837 0,864

(Grupo FGA: tratamiento “largo” de 14 dias con esponja de FGA + eCG a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento
“largo” de 14 dias con dispositivo de progesterona + eCG a la retirada)

Las variables que se analizaron para evaluar la respuesta al tratamiento,
fueron directamente el porcentaje de gestaciéon y la prolificidad estimada,
determinadas ambas por ecografia transabdominal a dia 40 post-montas.

No se observaron diferencias significativas entre el grupo FGA y el grupo
CIDR, ni en el porcentaje de gestacion (61,7% vs. 51,6%, respectivamente;
P=0,120) ni en la prolificidad estimada (1,62 * 0,55 vs. 1,52 * 0,50,
respectivamente; P=0,317), tal y como se refleja en la tabla 9.

Tabla 9. Porcentaje de ovejas gestantes y prolificidad media en cada grupo experimental dependiendo del tipo de
tratamiento administrado

FGA CIDR
Gestacion 61,7% (103/167) 51,6% (49/95)
Prolificidad 1,62 + 0,56 1,52 +0,50

(Grupo FGA: tratamiento “largo” de 14 dias con esponja de FGA + eCG a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento
“largo” de 14 dias con dispositivo de progesterona + eCG a la retirada)

La ultima observacion recogida de manera sistematica fue la cantidad de
dispositivos intravaginales con olor desagradable en el momento de su retirada, en
cada grupo. Asi pues, solamente un 1% (1/103) de los CIDR presentaron olor
desagradable, frente al 76% (130/171) de esponjas con esta caracteristica, y
aunque era un signo subjetivo, la intensidad del olor en el caso de los CIDR era
mucho menor a la de los dispositivos FGA.
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4.4 Fase experimental 4. Efecto del tipo de dispositivo
progestativo intravaginal (progesterona natural o CIDR
versus progestageno sintético o FGA) sobre la funcionalidad
hipofisaria y ovarica en ovejas tratadas con un protocolo de
sincronizacion de celos corto (7 dias) e influencia de la época
reproductiva

En esta fase experimental 4 se abordaron los experimentos 4.1 y 4.2,
comparando dos tratamientos de sincronizacion de celos mediante progesterona
natural (dispositivos CIDR) y progestagenos sintéticos (esponjas FGA) durante 7
dias y administracion de PGF;qa la retirada de los mismos (lo que corresponde con
el protocolo Corto-PG de las fases experimentales previas 1y 2).

4.4.1 Experimento 4.1 Fotoperiodo creciente

La condicion corporal fue similar en ambos grupos donde la media y la
desviacidn tipica fueron 3,89 *+ 0,20 en el caso del grupo FGA 'y 3,77 £ 0,33 en el
grupo CIDR (P=0,125). La edad media de los animales resulté similar en ambos
grupos, siendo la media en el grupo FGA de 3,45 * 0,84 afios y en el grupo CIDR de
3,50 £ 1,40 afios (P=0,901).

Influencia del tipo de tratamiento sobre el porcentaje de presentacion de celo,
momento de aparicion del celo u agrupacion de los celos

La respuesta global al tratamiento expresada como presentacion de celo en
los animales fue del 100% en ambos grupos antes de las 40 horas tras la retirada
de los dispositivos vaginales, por lo que no hubo diferencias entre grupos
experimentales.

El momento de apariciéon de celo fue mas temprano en el grupo FGA;
concretamente a las 16h. En el grupo CIDR, tardaron un poco mas, alcanzando el
minimo en 24h. El maximo fue 40h para los dos grupos (figura 34). En base a ello,
el tiempo (T) medio de salida en celo en el grupo FGA fue de 32,00 £ 6,01 h, no
existiendo diferencias significativas con el grupo CIDR, donde las ovejas tardaron
en salir en celo, de media, 33,76 + 4,01 h (P=0,233).
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Figura 33. Tiempo medio (en horas) transcurrido entre la retirada de los dispositivos intravaginales y el
momento en que salieron en celo las ovejas pertenecientes a los distintos grupos de tratamiento (grupo FGA,
grupo CIDR), con los mdximos y minimos observados en cada grupo. Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con
esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+
eCG + PGFzq a la retirada)

Ademas, se analizd la agrupacion de las hembras que salian en celo segun el
porcentaje de hembras que en cada observacion (cada 4h) mostraba celo, desde la
hora 12 tras la retirada del dispositivo, y mediante el calculo del intervalo de
tiempo total que requerian las ovejas para presentar celo. Este intervalo, en el
grupo FGA fue de 24h desde la retirada de las esponjas, mientras que en el grupo
CIDR las ovejas que mostraron celo salieron en un intervalo de tiempo menor (16h,
P>0,05, figura 35).
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Figura 34. Porcentaje de ovejas de cada grupo que presentaron celo en las horas posteriores a la restirada de los
dispositivos intravaginales (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a la retirada,
Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGF2q a la retirada)

La primera oveja, como se ha descrito anteriormente, empezé a mostrar
signos de celo a las 16h después de la retirada del tratamiento, y pertenecia al
grupo FGA. En la siguiente observacion, las ovejas del grupo CIDR seguian sin
mostrar signos de celo, mientras que en el grupo FGA otra oveja mas lo presentd.
Fue en la hora 24 cuando el primer animal del grupo CIDR mostro signos de celo, lo
que supuso un 4,0% del total, frente al 16,7% de animales que ya habian mostrado
signos de celo en el grupo FGA, pero sin diferencias significativas entre los dos
grupos (P=0,143).

En la hora 28 los porcentajes de animales en celo en el grupo FGA y CIDR
fueron de 25,0% y 12,0%, respectivamente (P=0,240), y en la hora 32 la mitad de
los animales en ambos grupos habian mostrado celo (54,2% en el grupo FGA y
56,0% en el grupo CIDR; P=0,897).

En la hora 36 el porcentaje de ovejas en celo en el grupo FGA ya era del
91,7% y en el grupo CIDR de 84,0% (P=0,413), alcanzandose la totalidad de

128



Resultados

animales en celo en ambos grupos en la hora 40. Todos estos resultados se
resumen graficamente en la figura 36.
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Figura 35. Porcentaje de ovejas de cada grupo que presentaron celo en las horas posteriores a la
retirada de los dispositivos intravaginales (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG +
PGFz« a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGFzq a la
retirada)

Influencia del tipo de tratamiento sobre el momento de aparicion del pico de LH y
concentracion mdxima de LH

Los resultados referentes a la funcionalidad hipofisaria mostraron que
todos los animales presentaron una descarga preovulatoria de LH posteriormente
al inicio del celo, sin diferencias entre grupos en el momento medio de aparicion
de dicha descarga (5,12 * 2,16 h en el grupo FGA vs. 5,83 + 3,33 h en el grupo
CIDR), con agrupamientos similares, ya que en ambos grupos las primeras
descargas preovulatorias se iniciaron a las 4 horas de la salida en celo y el 100% de
los animales habian presentado descarga preovulatoria de LH a las 12 (Grupo FGA)
o alas 16 horas (Grupo CIDR; Figura 37).
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Figura 36. Porcentaje absoluto (superior) y acumulativo (inferior) de ovejas que presentaron descarga
provulatoria de LH (ng/ml) en cada grupo de tratamiento en las horas posteriores a la aparicion del celo (Grupo
FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias
con dispositivo de progesterona+ eCG + PGF2q a la retirada)

Influencia del tipo de tratamiento sobre la liberacién de estradiol

Al igual que en la fase experimental 2, se valoré la funcionalidad ovarica
durante la fase folicular, mediante la capacidad por parte de los foliculos para
producir y liberar E2 a sangre circulante. Asi pues, los resultados de las muestras
obtenidas (en 6 momentos diferentes respecto al momento de retirada de las
esponjas) reflejan resultados similares en los dos grupos. En el momento de la
retirada del tratamiento intravaginal en el grupo FGA los niveles fueron de 3,20
2,50 pg/ml, y en el grupo CIDR de 2,86 + 0,72 pg/ml (P=0,543).

Doce horas después aumentaron los niveles de E2 medios en los animales
de ambos grupos, pero siendo significativamente mas elevados (P<0,0001) en el
grupo FGA, con unos niveles de 7,83 * 4,58 pg/ml], frente a 3,85 + 1,12 pg/ml en el
grupo CIDR.
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En el siguiente momento (hora 24) se perdi6 la significancia estadistica
(P=0,131), siendo los niveles de 6,85 * 5,39 pg/ml en el grupo FGAy de 5,12 + 1,54
pg/ml en el grupo CIDR. En cambio, en la hora 36 las diferencias se volvieron a
acercar a la significancia mostrando tendencia estadistica (P=0,085) con 6,49 *
3,99 pg/ml en el grupo FGAy 4,97 + 1,60 pg/ml en el grupo CIDR, igualandose a las
48h (4,91 £ 3,88 pg/ml grupo FGAy 3,81 + 1,13 pg/ml en grupo CIDR, P=0,181) al
igual que en la ultima observacién a las 60h (5,36 + 4,36 pg/ml grupo FGAy 4,11 +
1,05 pg/ml en el grupo CIDR, Figura 38).
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Figura 37. Niveles de estradiol medios (pg/ml) en cada grupo de tratamiento en las horas posteriores a la
retirada de los dispositivos intravaginales (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a
la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGFzq a la retirada); ay b
indican diferencias significativas entre grupos en cada momento de muestreo, con P<0,0001

Influencia del tipo de tratamiento sobre la tasa de ovulaciéon y funcionalidad de
cuerpos liteos

En cuanto a las tasas de ovulacion determinadas mediante el nimero de CL
en cada ovario, y de liberacidon de progesterona en la fase luteal, 11 dias después
de la retirada de los dispositivos intravaginales observamos que la cantidad de
cuerpos luteos medios por oveja no difirié significativamente entre grupos
experimentales (2,21 * 1,062 y 2,00 * 1,00, para los grupos FGA y CIDR,
respectivamente; P=0,483).

Los niveles de P4 se relacionaron con el nimero de CL observados, con
diferencias significativas entre los dos grupos (P<0,0001). El valor mas alto lo
alcanzo las ovejas del grupo FGA, con unos niveles en plasma de 5,94 + 1,42 ng/ml
y en el grupo CIDR, se observaron valores medios de 4,34 + 1,96 ng/ml. Figura 39.
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Figura 38. Niimero de CL y niveles medios de progesterona (ng/ml) en los distintos grupos de tratamiento 11
dias después de la retirada de los dispositivos intravaginales. (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de
FGA+ eCG + PGF2q a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGFzq«
a la retirada); a y b indican diferencias significativas entre los dos grupos (P<0,0001)

4.4.2 Experimento 4.2 Fotoperiodo decreciente

Este segundo experimento se realizd en época reproductiva sobre los
mismos 49 animales, pero en esta prueba, las 25 ovejas que habian formado parte
del grupo CIDR en la prueba anterior pasaron al grupo FGA y las otras 24 se
incluyeron en el grupo CIDR.

Influencia del tipo de tratamiento sobre el porcentaje de presentacion de celo,
momento de aparicién del celo y agrupacion de los celos

Al igual que en el experimento anterior, comprobamos que no existio
diferencia entre ambos grupos en los factores de confusiéon condicién corporal,
donde las medias y la desviaciones tipicas fueron 3,77 * 0,33 en el caso del grupo
FGA y 3,89 % 0,20 en el grupo CIDR (P=0,125). La edad media fue también similar
en ambos grupos siendo la media en el grupo FGA de 3,50 + 1,40 afios y en el grupo
CIDR de 3,45 * 0,84 afos (P=0,901).

La respuesta global al tratamiento expresada como presentacion de celo en
los animales en las 72h siguientes a la retirada de los dispositivos fue del 88,0% en
el grupo FGA y del 79,20% en el grupo CIDR, no siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (P=0,403).

El tiempo (T) medio de salida en celo en el grupo FGA fue de 38,18 + 9,46 h,
no existiendo diferencias significativas con el grupo CIDR, donde las ovejas
tardaron en salir en celo, de media, 33,89 £ 15,62 h (P=0,287). En este fotoperiodo
decreciente, a diferencia de lo que ocurria en el anterior, fue el grupo CIDR el
grupo en que los animales empezaron antes a mostrar el celo, siendo el minimo
momento el de la hora 12. En el grupo FGA el primer animal que mostré celo fue a
las 20h. El maximo fue de 72h para los dos grupos (figura 40).
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Figura 39. Tiempo medio transcurrido entre la retirada de los dispositivos intravaginales y el momento de
presentacion de celo en ovejas pertenecientes a los distintos grupos experimentales (grupo FGA, grupo CIDR), con
los mdximos y minimos observados en cada grupo (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG +
PGFz« a la retirada, Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGFzq« a la
retirada)

En lo que respecta al analisis de la agrupacion de los animales para
presentar celo, a diferencia del fotoperiodo creciente, las ovejas del grupo FGA
requirieron 40h para salir en celo durante el fotoperiodo decreciente, mientras
que los animales del grupo CIDR fueron saliendo en celo en un intervalo de 60h
(P>0,05; Figura 41).

La descripcion de las ovejas que salian en celo a cada momento de
observacion (cada 4 h a partir de las 12 h tras la retirada de los dispositivos), se
recoge en la figura 42. En resumen, a las 12h salié en celo la primera oveja,
perteneciente al grupo CIDR y hasta la hora 20 no hubo mas animales que
mostrasen celo (siendo ésta nueva oveja del grupo FGA), alcanzando en este
momento el grupo CIDR un 15,8% de los animales. En la hora 24, habia mas
porcentaje de ovejas en celo en el grupo CIDR (31,6%), frente a un 9,1% de ovejas
que lo habian mostrado en el grupo FGA (P=0,70). En la hora 28 estas diferencias
ya se hicieron significativas (P=0,002), con un 52,6% de ovejas en celo en el grupo
CIDR y solamente un 9,1% en el grupo FGA. En la hora 32 seguia habiendo mas
ovejas en celo en el grupo CIDR (68,4%) que en el grupo FGA (31,8%; P=0,019). En
las hora 36 el grupo FGA alcanzé un 54,5% de ovejas en celo, desapareciendo la
significancia estadistica de la diferencia entre grupos (P=0,205). En la hora 40 la
diferencia entre ambos grupos se fue reduciendo (77,3% vs. 78,9%; P=0,897).

Estos porcentajes siguieron aumentando en la hora 44, donde el grupo FGA
ya presento un 86,4% de ovejas en celo frente al grupo CIDR (84,2%; P=0,846).
Este porcentaje en el grupo CIDR se mantuvo estable en la siguiente observacion
(hora 48) y aument6 a un 90,9% en el grupo FGA (P=0,513). En la hora 52 fue el
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grupo CIDR donde aparecieron mas ovejas en celo (89,5%), manteniéndose estable
el grupo FGA (P=0,877) y no fue hasta la hora 60 cuando volvieron a salir mas
animales en celo, alcanzando el grupo FGA la totalidad de las ovejas en celo (100%
vs. 89,5%; P=0,119). Esta diferencia se redujo en la hora 68 (P=0,276), donde el
grupo CIDR alcanzé el 94,7%, para lograr el 100% de ovejas en celo en la hora 72.
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Figura 40. Porcentaje de ovejas de cada grupo que mostré celo en las horas posteriores a la retirada de los
dispositivos intravaginales (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a la retirada,
Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGF2q a la retirada)
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Figura 41. Porcentaje de ovejas de cada grupo que mostré celo en las horas posteriores a la retirada de los
dispositivos intravaginales (Grupo FGA: tratamiento de 7 dias con esponjas de FGA+ eCG + PGFzq a la retirada,
Grupo CIDR: tratamiento de 7 dias con dispositivo de progesterona+ eCG + PGFzq« a la retirada); a y b indican
diferencias significativas entre los dos grupos con P=0,002; c y d indican diferencias significativas entre los dos
grupos con P=0,019
Influencia del fotoperiodo sobre el porcentaje de presentacién de celo, momento de
aparicion del celo y agrupacién de los celos

Al analizar la influencia del fotoperiodo en la respuesta al tratamiento y en
el tiempo transcurrido desde la finalizacidon y la presentacién del celo en los
distintos grupos, se observd que el fotoperiodo, en esta fase experimental, si afectd
significativamente al tiempo que tardaban las ovejas en salir en celo (32,90 + 5,11
h en fotoperiodo creciente frente a 36,20 + 12,71 h en fotoperiodo decreciente, con
P=0,1), asi como al porcentaje total de hembras que respondieron al tratamiento
(100% en fotoperiodo creciente frente a 84% en fotoperiodo decreciente, con
P=0,003).

De la misma manera, se observdo una interaccion estadisticamente
significativa fotoperiodo-tratamiento, de manera que en los tratamientos con FGA
la diferencia de salida en celo fue significativa (88 vs. 100%; para el fotoperiodo
decreciente y creciente, respectivamente; P<0,001): El tiempo medio en horas para
salir en celo no difiri6 entre fotoperiodos en este grupo de tratamiento (P=0,134).

En el grupo CIDR ambas variables difirieron segun fotoperiodo de manera
estadisticamente significativa (P<0,0001 para ambos), con un 79 vs. 100% de
porcentaje de salida en celo y 33,89 + 15,62 h vs. 33,76 + 4,013 h, para el
fotoperiodo decreciente y creciente, respectivamente.
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5 Discusion

5.1 Efecto de 1la duracion del tratamiento de
sincronizacion de celos con dispositivos intravaginales
liberadores de progestagenos e influencia de la época
reproductiva y de la raza ovina

En esta primera fase experimental evaluamos el efecto de la reduccion en el
tiempo de tratamiento con progestagenos, concretamente, de 14 a 7 dias, y ademas
evaluamos las posibles diferencias debidas al fotoperiodo y a la raza. El estudio se
hizo en forma de réplicas, una durante el fotoperiodo decreciente (experimento
1.1) y otra durante el fotoperiodo creciente (experimento 1.2), analizdndose todo
por separado, y a continuacion agrupando las variables que asi lo permitian.

La reduccion general del uso de hormonas en produccién animal es una
tendencia clara en todo el mundo, y en especial en Europa (Abecia et al,, 2012). Por
otro lado, el bienestar animal es cada vez mas un objetivo primordial en las
explotaciones animales, ya no sélo desde el punto de vista del cumplimiento de la
legislacion?, sino como medio para alcanzar la optimizacién de la eficiencia
productiva, y por la inquietud y exigencia de los consumidores (Martin et al,
2004). Ligado a este ambito debemos comentar que uno de los efectos secundarios
mas habituales tras la aplicacién de las esponjas vaginales en el ovino, es la
induccién de vaginitis. En muchos casos, al extraer las esponjas se verifica un alto
porcentaje de éstas con restos hemorragicos y/o de exudado purulento
indicadores de esta patologia, que puede llegar al 70% (Swelum et al., 2015; Manes
etal, 2016). Ademas, sabemos que la vaginitis es un proceso ligado, cuanto menos,
a la incomodidad de los animales o “disconfort”; (Martin & Kadokawa, 2006), y en
algunos casos también se han descrito pérdidas de eficiencia reproductiva en el
ganado ovino por esta razon (Manes et al., 2016). Por lo tanto, el acortamiento del
protocolo de sincronizacion en base a dispositivos vaginales, estara ligado a
beneficios inmediatos como consecuencia de la reduccion de la incidencia de
vaginitis inducida por el dispositivo per se, aparte de los que pueda haber en
cuanto a la eficiencia reproductiva, especificamente. Finalmente, es importante
comentar que la duracion del tratamiento de sincronizacidon implica un trastorno
en el manejo de los animales fundamentalmente en sistemas de explotacion en
extensivo y/o semiextensivo con pastoreo (Delgadillo & Martin, 2015). La
reduccion de los dias de tratamiento y la flexibilidad que esta reduccion implica se
traduce en una mayor facilidad de manejo, lo que, en produccién animal, siempre
se traduce en mayor eficiencia productiva. Por lo tanto, éstos son todos

2 COMMISSION REGULATION (EC) No 1911/2005 of 23 November 2005
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argumentos para considerar especialmente interesante profundizar en el
conocimiento de los denominados “tratamientos cortos”.

Desde el punto de vista fisiolégico, seria esperable que una reduccion en la
duracion del tratamiento con progestagenos atenuara la caida en los niveles
plasmaticos de progesterona sistémicos, con lo que se evitaria la produccion de
foliculos envejecidos (Gonzalez-Bulnes et al., 2005), lo que implicaria, a su vez, una
mejora en la fertilidad tras los tratamientos cortos. Hasta ahora, segtin bibliografia,
el acortamiento planteado en los tratamientos de sincronizacion de celos basados
en los dispositivos intravaginales liberadores de progestagenos oscila en
tratamientos de 5, 6, 7 6 9 dias respecto de los tratamientos clasicos de 14 dias
(Ungerfeld & Rubianes, 2002; Letelier et al, 2009; Martemucci & D'Alessandro,
2011; Ozyurtlu et al,, 2011).

La aplicaciéon menos prolongada de los dispositivos vaginales debe incluir la
aplicacion de prostaglandinas, ya que un intervalo de aplicacion de 6-7 dias es
menor que la duracién de la vida media de un cuerpo lateo (Acritopoulou &
Haresign, 1980). Los primeros protocolos cortos descritos incluyen la aplicacion
de la prostaglandina simultaneamente a la insercion del dispositivo, aunque,
también se puede aplicar a su retirada (Titi et al, 2010; Martemucci &
D'Alessandro, 2011), habiendo disparidad de evidencias cientificas en la
bibliografia revisada en cuanto a los resultados obtenidos. Por ello, ésta es la
variacion de tratamiento corto incluida en el presente trabajo donde denominamos
como grupo “Corto-PG” y “PG-Corto”, segiin se aplicara la PGF24 al principio o al
final del protocolo de sincronizacidn.

Por otro lado, en la especie ovina, sabemos que hay muchos factores que
influyen de manera determinante en la eficiencia reproductiva de los animales,
como la estacidon en la que se aplique el tratamiento (Martinez-Tinajero et al,
2011), factor que se debe controlar a la hora de disefiar estudios. El fotoperiodo,
componente esencial en la estacionalidad, es un factor determinante en la
eficiencia reproductiva de los pequefios rumiantes que ha sido ampliamente
estudiado (Karsch et al., 1980; Kennaway et al., 1983; Robinson & Karsch, 1987).
Asi que fue el primer factor a controlar en este trabajo, planteandose los
experimentos en fotoperiodos separados, y s6lo en el caso de que los resultados
estadisticos y los criterios metodoldgicos y fisiolégicos lo permitieran, se
agregaron grupos experimentales para un estudio conjunto.

En el caso de la variable “porcentaje de gestacion” y considerando la
fertilidad global de los animales incluidos en este estudio, tan s6lo observamos una
diferencia numérica (P=0,184) en las diferentes estaciones reproductivas y fue en
favor del fotoperiodo decreciente (82,2% vs. 73,7%). Esta ‘“reducida
estacionalidad” ya ha sido observada por otros autores en el caso de las latitudes
en las que se ha efectuado el experimento (latitud 40,702) o en ovejas que habitan
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mas cerca del ecuador (Folch & Alabart, 2000). En el caso de paises de la cuenca
del Mediterraneo la duracion del anestro estacional es mucho menor, variando de
51 a 131 dias (Tabla 10), por lo que la variacion de tasas de gestacion en una
estacidn respecto a otra varia también en menor medida.

Tabla 10. Duracidn del anestro en distintas razas ovinas pertenecientes a paises de la Cuenca del Mediterrdneo

Duracion del

Especie S Referencia

Préalpes du Sud 131 (Thimonier & Mauleon, 1969)
Rasa Aragonesa 91 (Abecia, 1992)

Chios 101 (Avdi et al.,, 1988)

Barbarina 123 (Khaldi, 1984)

Tadmit 51 (Ammar-Khodja & Brudieux, 1982)

El efecto de la raza sobre el porcentaje de gestacion ha sido demostrado en
otros trabajos. También se ha demostrado en otros trabajos un efecto de la raza
sobre el porcentaje de gestacidon. Sin embargo, este efecto no puede, ni debe,
considerarse por separado de la latitud geografica, ya que en un alto porcentaje, la
producciéon ovina se realiza con razas autdctonas adaptadas a un medio
determinado (LOpez-Sebastian et al, 1993). En un estudio comparativo de la
duracidon del anestro estacional realizado por Lopez Sebastidn a finales de la
década de los 80 se puede apreciar como las ovejas de raza islandica, o el grupo
racial “black face” en Escocia, presentan una época de reproduccion que abarca tan
so6lo de noviembre a marzo, mientras que en las condiciones mas meridionales, las
ovejas de raza yankasa de Nigeria o las peulh de Niger, no parecen presentar
variaciones de la actividad ovarica a lo largo del afio (Lopez Sebastian, 1989). En el
caso de Espafia, las ovejas tienen actividad ciclica desde junio-julio hasta mediados
de febrero. De hecho, segin Alonso de Miguel (1980), mas del 50 por ciento de las
ovejas pertenecientes a la raza rasa aragonesa presentan una ciclicidad ovarica
durante la primavera (Alonso de Miguel & Cognié, 1980). También la raza lacaune,
la romanov, y los cruces de éstas, que son las razas predominantes en el presente
estudio son animales poco estacionales, con una duracion de la época reproductiva
que comprende desde principios de julio hasta la primera mitad de febrero, tal y
como demuestran los estudios realizados por Robic y colaboradores en 1992, con
ovejas romanov y Fleisch y colaboradores, en 2015, con ovejas lacaune (Robic et
al, 1992; Fleisch et al, 2015). De hecho, en esta primera fase experimental, que se
realiz6 en una explotacidn comercial incluyendo diferentes razas y cruces
industriales F1 realizados en la misma explotacion que reportan mayores
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resultados productivos y con unas tasas de gestacion en general Optimas, tal y
como describe Owen (1987) no observamos diferencias raciales en los porcentajes
de gestacion (Owen, 1987). En otros trabajos, tampoco se observan diferencias
entre razas como la suffolk, la merina, la caussenarde, la limousine y algunos de
sus cruces (Haresign et al., 1990; Chemineau et al, 1991; Staples et al, 1992). En
realidad, otros factores tales como la condicién corporal (Forcada et al., 1992;
Zhang et al, 2005; Sosa et al., 2010), el nivel higiénico-sanitario (Fragkou et al,
2010), el manejo reproductivo (Anel et al, 2005) o incluso el estrés térmico
(Ortavant & Loir, 1978; Sawyer, 1983) parecen ser mucho mas determinantes en
las tasas de gestacion tras protocolos de sincronizacion, que la raza misma.

Sin embargo, al evaluar la prolificidad, la diferencia entre razas si fue
significativa en nuestro trabajo (P=0.050), siendo la raza segurefia la de menor
prolificidad, en comparacion con la lacaune, que result6 ser la mas prolifica. Estos
resultados son semejantes también a los publicados por otros autores que han
trabajado con estas razas y cruces raciales (Sierra, 1986; Sierra, 1989; Perret et al.,
1995). Al ser la raza un factor influyente en la prolificidad, el factor se controlo
distribuyendo de manera homogénea las razas en todos los grupos experimentales
tal y como queda reflejado en el apartado de material y métodos. Debido a todo
esto es importante, en la medida de lo posible, incluir razas determinadas en los
estudios cientificos, sobre todo cuando éstas son relevantes en sistemas
productivos de determinadas regiones (Lopez-Sebastian et al, 1993), y ademas, es
muy importante, asegurar una homogeneidad de razas en los grupos
experimentales a comparar, tal y como ha sido el caso en el presente estudio.

Finalmente, otro factor que influye de manera determinante en la eficiencia
reproductiva del ovino es la edad, el sistema de manejo y muy ligada a éste, la
condicion corporal (Downing & Scaramuzzi, 1991; Forcada et al, 1992; Vinoles et
al, 2005; Moeini et al, 2009; Yadi et al,, 2011). Por esta razén se comprobo6 que
tanto el estado corporal medio, como la edad media de los animales dentro de los
grupos experimentales en cada comparativa fuera homogéneo entre grupos
experimentales en cada réplica.

Una vez controlados todos los posibles factores de confusion pudimos
comprobar el efecto en el porcentaje de gestacion y prolificidad del acortamiento
del protocolo de sincronizacion con progestagenos intravaginales (tratamiento
largo frente a tratamientos cortos), previamente descritos en la literatura
(Ungerfeld & Rubianes, 1999; Knights et al, 2001; Letelier et al,, 2009). Nuestros
resultados durante el fotoperiodo decreciente (experimento 1.1) no muestran
diferencias significativas en el porcentaje de respuesta al tratamiento de
sincronizacion por el hecho de reducir el tiempo de mantenimiento de los
dispositivos intravaginales a 7 dias respecto a 14. El porcentaje de gestacion fue
similar para el grupo Control o de tratamiento “largo” (78,3%) y para los grupos
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con tratamiento corto de progestagenos independientemente del momento en el
que se administra la prostaglandina grupo PG-Corto: 79,6% y grupo Corto-PG:
76,9% P=0.996).

El experimento 1.2 se realiz6 en fotoperiodo creciente o fase de anestro
reproductivo. Las tasas de gestacion no difirieron tampoco estadisticamente entre
el grupo de tratamiento “largo” (grupo Control; 80%) y los grupos con
tratamientos cortos PG-Corto: 79,2% y grupo Corto-PG: 59,1% P=0,182). A pesar
de que las diferencias no alcanzaron significancia estadistica, es cierto que
numérica y clinicamente si las podemos considerar relevantes, ya que diferencias
de 30 puntos de porcentaje de gestacion suponen una diferencia productiva
sustancial; conseguir un mayor niimero de partos por oveja es basico para mejorar
los resultados econdmicos, siendo el incremento de los ingresos por venta de
corderos capaz de compensar los mayores costes, sobre todo de alimentacion, que
supone la intensificacion reproductiva. De hecho, segin Pardos (2007) las
explotaciones capaces de conseguir mas de 1,2 partos por hembra presente y afio
tienen margenes brutos por oveja superiores a 25,00 € (Pardos & Fantova, 2007).
Sin embargo, hay otros trabajos que también reportan diferencias numéricas en
tasas de gestacién de 30 puntos tras la aplicacion de diferentes protocolos de
sincronizacion, sin ser éstas estadisticamente significativas (60% en tratamientos
largos vs. 86,7% y 92,3% con PGF2 al inicio y al final respectivamente, P>0,05)
(Martemucci & D'Alessandro, 2011). Ademas, en nuestro trabajo observamos que
la diferencia en el porcentaje de gestacién en este protocolo Corto-PG entre
fotoperiodo decreciente y creciente si era estadisticamente significativo indicando
una interaccion significativa fotoperiodo-tratamiento de sincronizacion, de manera
que durante el fotoperiodo decreciente, el porcentaje de gestacion fue del 90%
(27/30) mientras que en el fotoperiodo creciente resulté ser del 59,1% (13/22), lo
que si resultd significativo (P=0,009). Es sorprendente que en el fotoperiodo
creciente o en contraestacion, cuando precisamente no se observan cuerpos luteos
por el anestro estacional de los animales (Hansel & Convey, 1983a), fuera donde
un tratamiento corto con inclusion de prostaglandina funcionara peor. Una posible
explicacion es que realmente si se mantuviera un gran porcentaje de animales en
estro, por la poca estacionalidad ya previamente comentada de las razas incluidas
(Daza & Blanco, 1990), y dado que la CC era 6ptima, tampoco se veia agravado el
anestro estacional (Sosa et al, 2010). Asumiendo que si hubiera CL al principio del
tratamiento, esta demostrado que altos niveles de P4 durante la fase folicular
acarrea efectos negativos sobre el foliculo dominante (Gonzalez-Bulnes et al,
2005), lo que podria explicar estas diferencias entre tratamientos. Sin embargo,
seria de esperar este mismo efecto también durante el fotoperiodo decreciente, en
donde podemos contar de manera segura con CLs en los ovarios, y es un efecto que
no hemos observado, al igual que en otros trabajos, que no observaron una bajada
de fertilidad tras los tratamientos cortos con prostaglandina al principio y al final

143



Discusiéon

(Moradi Kor et al., 2012). Por lo tanto, es un resultado pendiente de investigar mas
a fondo, atendiendo a detalles fisiologicos y de dinamica folicular.

Los resultados generales obtenidos en nuestro estudio respecto a los
porcentajes de gestacion, coinciden con lo reportado por Martemucci y
D’Alessandro (2011) en la raza italiana altamurana. Estos investigadores no
observaron diferencias significativas al comparar un tratamiento de 14 dias con
esponjas impregnadas con FGA con un tratamiento corto de esponjas durante 5
dias con PGF2q al inicio o al final del mismo (Martemucci & D'Alessandro, 2011). El
porcentaje de gestacidon observado no fue diferente entre el grupo largo (60%) y
cualquiera de los cortos (86,7% y 92,3% con PGFz, al inicio y al final
respectivamente, P>0,05). Del mismo modo, Ungerfeld y Rubianes (1999) tampoco
observaron diferencias significativas (P>0,05) en los porcentajes de gestacion
observados en tres grupos de ovejas a las que se les administro tres tratamientos
de progestagenos combinados con eCG (Ungerfeld & Rubianes, 1999). A los tres
grupos se les insertaron esponjas intravaginales impregnadas en MPA durante 6, 9
6 13 dias, con administracion de eCG a la retirada, obteniendo porcentajes de
gestacion de 66,7%, 75,0% y 63,0%, respectivamente. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo son igualmente comparables a los observados en cabras por
Pietroski et al. (2013), que midieron el porcentaje de gestacion en tres grupos
distintos de animales tratados con esponjas impregnadas en MAP insertadas
intravaginalmente durante 6, 9 6 12 dias, obteniendo exactamente el mismo
porcentaje de gestacidn en los grupos tratados a 6 y 9 dias (60,0%) y mayor en el
grupo tratado a 12 dias (66,7%), pero sin diferencias estadisticamente
significativas (P>0,05) (Pietroski et al, 2013). Las diferencias especificas en los
porcentajes de gestacidon concretos entre los que reportan estos autores y las de
nuestro trabajo se podrian explicar por el componente racial y la diferente region
geografica.

La prolificidad, otro indice reproductivo esencial en la eficiencia
reproductiva del ovino, evaluada en cada fotoperiodo fue también similar entre los
grupos experimentales en ambas estaciones. En el fotoperiodo decreciente en el
grupo de tratamiento largo se obtuvieron 2,51+1,057 corderos nacidos/oveja
respecto de los grupos de tratamientos cortos (PG-Corto; 2,76+1,052 y Corto-PG
2,96+1,067 corderos/oveja parida; P=0,929). En el fotoperiodo creciente los
resultados fueron 2,41+1,100 corderos nacidos/oveja para el grupo de tratamiento
largo, con respecto a los grupos de tratamientos cortos (PG-Corto; 2,531,124 y
Corto-PG 2,15%1,144 corderos/oveja parida; P=0,904). En otros trabajos tampoco
se vio influenciada la prolificidad en funcion del tipo de tratamientos, ya fueran
tratamientos largos o cortos de sincronizacion, tal y como recogen los autores
Martemucci y D’Alessandro (2011), donde obtuvieron tasas de prolificidad de 1,55
corderos/parto con un tratamiento de 14 dias con esponjas impregnadas en FGA,
1,46 corderos/parto y 1,66 corderos/parto con dos tratamiento de 5 dias con
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esponjas y PGFz al final y al inicio del mismo, respectivamente (Martemucci &
D'Alessandro, 2011). Estos mismos tipos de tratamiento con esponjas
impregnadas en FGA a 14 dias respecto de otros con 5 dias con PGFz¢ al final y al
inicio los compararon Moradi Kor y colaboradores en 2012 sin observar
diferencias significativas entre los porcentajes de gestaciéon (62,5%, 87,5% y
93,3%, respectivamente) ni en la prolificidad (1,55, 1,46 y 1,61 corderos/parto,
respectivamente) (Moradi Kor et al, 2012). De hecho, como ya comentamos
previamente, la raza es uno de los factores mas determinantes de la prolificidad en
el ovino (Abdoli et al, 2016; McNatty et al, 2016) y no tanto asi el protocolo de
sincronizacion utilizado.

Si bien es cierto que una posible limitaciéon de nuestro trabajo en esta fase
experimental a la hora de valorar el porcentaje de gestacion, pudiera ser el tamafio
muestral utilizado, algo limitado como para detectar estadisticamente una
diferencia en porcentaje de gestacion, pero que si pudiera ser achacable a los
tratamientos. Sin embargo, es de resefiar, que numéricamente, el porcentaje de
animales gestantes fue el mismo, 78,3% (47/60), en el caso del tratamiento largo,
respecto de un 78,3% (83/106) en el grupo de los tratamientos cortos y que, por
otro lado, los porcentajes medios de gestacidon son semejantes a los otros trabajos
previamente citados.

En definitiva, no observamos diferencias en el porcentaje de gestacion ni en
la prolificidad segun el tratamiento de sincronizacién hormonal utilizado en un
sistema productivo ovino espafiol con razas autdéctonas, foraneas y cruces
industriales de las mismas, por lo que podemos concluir que los tratamientos
cortos se pueden considerar como elegibles en estas explotaciones ganaderas en
nuestras latitudes, ya que suman las ventajas de la reduccion del tratamiento
hormonal (menos tiempo recibiendo progestagenos) y de una mejora de bienestar
animal (reduccion del porcentaje de vaginitis asociadas a la presencia de la esponja
en la vagina de los animales), tal y como refieren Swelum y colaboradores (2015),
Manes y colaboradores (2016) y Martin y Kadokawa (2006).

Una vez comprobado este resultado global de gestacion y prolificidad,
quisimos profundizar mas en la fisiologia que sustenta estos resultados, no
descrita ya en tantos trabajos. Asi pues, para recabar informacion mas especifica
en cuanto al efecto de estos tratamientos cortos sobre la dindmica folicular,
funcionalidad hipofisaria y la fase luteal posterior, se plante6 la siguiente fase
experimental del trabajo.
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5.2 Efecto de 1la duracion del tratamiento de
sincronizacion de celos con dispositivos intravaginales
liberadores de progestagenos sobre la funcionalidad
hipofisaria y ovarica en ovejas, en fotoperiodo
decreciente

En esta fase se compararon los mismos métodos de sincronizaciéon de celos
que en la fase experimental 1 pero con un objetivo diferente que fue el profundizar
en aspectos mas fisioldgicos referentes a la funcionalidad ovarica, hipofisaria y
respuesta al tratamiento de sincronizacidn tras la implementacién de los distintos
protocolos hormonales. Asi, nos centramos exclusivamente en la época
reproductiva favorable (fotoperiodo decreciente). Los factores edad y condicion
corporal se controlaron presentando éstos una distribucion homogénea entre
grupos experimentales.

Los resultados nos muestran que si bien, no hubo diferencias significativas
en la respuesta al tratamiento de sincronizacién en lo que se refiere al porcentaje
de animales que salieron en celo en las primeras 72h tras la retirada del
dispositivo vaginal, observandose los porcentajes del 100% (9/9), vs. 63,6%
(7/11) vs. 90,0% (10/11) para el grupo Control o largo, frente a los grupos de
tratamiento cortos (PG-Corto y Corto-PG, respectivamente), realmente, la
relevancia clinica y en produccion de casi 30 puntos entre el tratamiento PG-Corto
y los otros dos (Control y Corto-PG) si lo consideramos importantes. De hecho, la
diferencia entre los dos tratamientos cortos mostr6 una tendencia
estadisticamente significativa (P=0,065). El tiempo medio de salida en celo medido
en horas si fue semejante entre los grupos (35,1h vs. 43,4h y 48h tras la retirada de
los dispositivos vaginales).

En otros estudios publicados, como el de Vifioles y colaboradores (1999)
donde se comparaban tratamientos en ovejas de razas tropicales con esponjas
impregnadas en MPA y eCG a la retirada durante 12 y 6 dias tampoco se
observaron diferencias significativas a favor de ninguno de los tratamientos, con
porcentajes de gestacion del 67 y 58%, respectivamente (Vinoles et al., 1999). Sin
embargo, los resultados de respuesta al tratamiento fueron en general inferiores a
los obtenidos en este trabajo, sobre todo, si los comparamos con nuestro grupo
Control o el grupo Corto-PG y comparables a lo observado en nuestro grupo PG-
Corto, aunque en el presente estudio no reflejabamos porcentaje de gestacion sino
de salida en celo. Estas diferencias pueden deberse a la raza y las diferentes
condiciones de manejo entre los distintos sistemas.

Del mismo modo Ungerfeld y Rubianes (2002) establecieron que, en
términos de fertilidad, el tratamiento corto de 6 dias de esponjas impregnadas en
MPA o FGA es tan efectivo como el tratamiento de 14 dias, y sugieren que esta
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flexibilidad puede resultar ventajosa en condiciones de campo, especialmente en
sistemas extensivos o semiextensivos de ovino (Ungerfeld & Rubianes, 2002). Por
el contrario, otro estudio realizado en ovejas observo diferencias significativas
entre un tratamiento largo de 14 dias y uno corto de 7 dias con esponjas
impregnadas en FGA. Este experimento se desarrollé al inicio de la estacion
reproductiva, en una latitud similar a la nuestra (40°N) y en ovejas de razas locales
turcas, observando que un 94,6% de las mismas que habian sido tratadas con el
protocolo largo salieron en celo, frente a un 81,1% de las que habian recibido un
tratamiento corto (Koyuncu & Altincekic, 2016). Se sabe que la fisiologia ovarica
puede variar entre razas, pero hay otros muchos factores que son determinantes,
como la estacién en la que se aplique el tratamiento y el tipo de progesterona
utilizada, asi como la forma de administracion (Martinez-Tinajero et al.,, 2011), el
uso de eCG y el momento de administracion (Gungor et al, 2007), la presencia de
machos o no en el rebafio en el momento de la retirada de los dispositivos (Moeini
et al., 2009), la condicion corporal, el sistema de manejo (Yadi et al, 2011) y la
latitud (Martinez-Tinajero et al, 2011). Muchos de estos factores resultan muy
diferentes en los estudios respecto del descrito en esta tesis doctoral, lo que limita
las comparaciones entre unos y otros estudios.

En ovejas de raza awassi hay trabajos que reflejan una peor respuesta en
tratamientos cortos frente a los largos. Ustuner y colaboradores obtuvieron en
2007 diferencias en relacidn a los tratamientos largos (12 dias) y cortos (6 dias) en
hembras tratadas con esponjas impregnadas en FGA, donde apreciaron un 100% y
un 77,1% de respuesta al tratamiento determinada mediante el porcentaje de
animales en celo (P<0,05) (Ustuner et al, 2007). En cambio, Ozyurtlu vy
colaboradores no observaron diferencias significativas entre dos grupos de
hembras tratadas con esponjas impregnadas en FGA e insertadas durante 7 y 14
dias (66,7% y 58,3%, respectivamente) en el afio 2011, en esta misma raza awassi
y sistemas de produccion similares (Ozyurtlu et al, 2011). Esta diferencia de
resultados entre los dos trabajos en la misma raza, y en condiciones semejantes
podia ser debida a que fue realizada en fotoperiodos distintos, por lo que, en el
primer caso, los autores aducen que la diferencia entre grupos fue, probablemente,
debida a un retraso en la regresion del CL en algunas ovejas ciclicas, ya que el
experimento se realizd en época reproductiva pero no incluyé PGFz« en el
tratamiento. En el segundo trabajo, en principio, no habia ovejas ciclicas, debido a
que el experimento se realizd en “contraestacion”, en el periodo comprendido
entre la segunda mitad de abril y la primera semana de mayo.

De manera similar, Ataman y colaboradores reportan idénticos resultados
en ovejas F1 cruzadas de merino tratadas con esponjas impregnadas en FGA en
época reproductiva durante 12 y 7 dias, determinando como respuesta al
tratamiento el porcentaje de animales que presentaban celo a la retirada de los
dispositivos, con un 100% de los animales en ambos grupos. En este trabajo si se
incluia la administracion de analogos de la prostaglandina, siendo concretamente
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triaprost trometamina, a la retirada de las esponjas en el tratamiento corto
(Ataman et al.,, 2006).

Otro dato importante a la hora de valorar los protocolos de sincronizacion
es el grado de agrupacion de los animales que salen en celo. Los tratamientos que
mejor agrupan los celos suponen una ventaja de manejo y econoémica al unificar en
menos tiempo, a su vez, los partos. De esta manera se facilita el manejo y garantiza
una oferta homogénea de corderos (Parraguez et al, 2000) al permitir la
planificacién de inseminacién artificial a tiempo fijo (Godfrey et al, 1999) aun
cuando los resultados de gestacién sean semejantes. En nuestro estudio hemos
podido comprobar que a las 48h tras la retirada del dispositivo intravaginal la
cantidad de ovejas en celo era semejante en los grupos Control y PG-Corto,
respecto al grupo Corto-PG. Sin embargo, en este experimento, el rango de tiempos
en el que las ovejas salian en celo (indicador de agrupacién) era menor en el grupo
Corto-PG (48h) con respecto al grupo PG-Corto (62h), mientras que el protocolo de
sincronizacion que mas agrupaba las salidas en celos fue el largo (16h). Otros
autores como Martemucci y D’Alessandro (2011) en un trabajo similar al presente,
no encontraron diferencias significativas en el grado de agrupacion de celos en
cabras pertenecientes a la raza autoctona italiana ionica, en un sistema de
explotacion semiextensivo, tratadas con FGA durante 11 dias y aplicacién de PGF2q
el dia 9 y dos grupos de tratamientos cortos a 5 dias con aplicacion de PGF2q al
principio o al final con un intervalo de tiempo de agrupacion de salida en celos en
los tres grupos de 34,7 + 6,7 h, 32,7 + 7,8 hy 31,9 + 8,6h (P<0,05), respectivamente
(Martemucci & D'Alessandro, 2011).

Por otro lado, en lo referente al grado de agrupacién de presentacion de
celos, Vifioles y colaboradores (2001) observaron, de manera similar a nuestro
trabajo, que el grado de respuesta al tratamiento en época reproductiva hasta las
96 horas desde la retirada de las esponjas fue significativamente mas alto en las
ovejas tratadas con protocolos largos de 12 dias respecto a tratamientos de 6 dias
(49,0 + 3,0 h y 84,8 £ 7,1 h; P>0,05, respectivamente) (Vinoles et al, 2001). Los
autores atribuyen este bajo grado de sincronizacion en los tratamientos cortos a la
presencia de un CL funcional al final del tratamiento en la mayoria de las ovejas, ya
que no incluia el uso de PGF2q, pero este factor no puede aplicarse en nuestro
trabajo. A pesar de ello, a las 144 h tras la retirada de las esponjas, el nimero de
ovejas que habian mostrado celo era similar en ambos grupos, lo que es muy
semejante a lo obtenido en el presente estudio, donde la respuesta final al
tratamiento no fue significativa entre grupos. Por otro lado, Ungerfeld y Rubianes
(1999) durante la época de anestro, observaron que el intervalo de tiempo desde
la retirada de los dispositivos hasta el inicio del celo fue significativamente mas
corto en las ovejas tratadas durante 6 dias que en las ovejas tratadas durante 12
dias, pero en este caso ningin CL estaba interfiriendo con la fase final de
crecimiento del foliculo ovulatorio debido a la inclusidon de prostaglandina en los
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protocolos (Ungerfeld & Rubianes, 1999). Del mismo modo, Sareminejad y
colaboradores en 2014 no encontraron diferencias significativas en época de
anestro en dos grupos distintos de ovejas tratadas con MPA durante 14 y 6 dias,
sin aplicacién de PGFzq y en los que los intervalos de respuesta al tratamiento
fueron de 91,0 + 0,74 y 93,33 + 1,03 h, respectivamente (Sareminejad et al., 2014).

Estos trabajos, junto con nuestros resultados, demuestran que, en ausencia
de cuerpo luteo, ya sea por aplicacidon de la prostaglandina, ya por realizarlo en
hembras en anestro, el acortamiento del tratamiento de sincronizacién no
supondria diferencias significativas finales en los porcentajes de respuesta al
protocolo de sincronizacién. No obstante, en nuestro estudio, la capacidad de
agrupacion del celo permanecié mejor en los tratamientos largos. A pesar de ello,
hay que valorar las ventajas que aporta la gran flexibilidad a la hora de sincronizar
los animales con protocolos cortos, situacion que se hace mas ventajosa aun en
sistemas de produccién ovina extensiva y semiextensiva ligada al pastoreo.

Otra de las ventajas claras de los tratamientos cortos respecto de los largos
es el evitar la induccion de vaginitis al mantener los dispositivos menos tiempo en
la vagina de los animales (Manes et al, 2015). Finalmente, debemos considerar
como beneficiosa la reduccion de la administracion de hormonas, lo que se alinea
mas con las producciones consideradas “limpias”, en respuesta a las demandas de
la sociedad, tal y como proponen en sus trabajos Martin y colaboradores (2004) o
Martin y Kadokawa (2006) (Martin et al., 2004; Martin & Kadokawa, 2006).

Aunque la aplicacién de los tratamientos cortos de esponjas impregnadas
en progestagenos ofrece las ventajas citadas, tienen el inconveniente de que hay
que administrar PGFzq para lisar posibles CL presentes en las hembras con objeto
de evitar una disminucion del porcentaje de gestacion (Vinoles et al, 1999). A la
hora de valorar estos tratamientos cortos hay que tener en cuenta, que el precio de
los mismos se eleva debido a esta inclusion obligada de la prostaglandina, ya sea al
principio (Letelier et al, 2009), ya sea al final de protocolo (Vinoles et al., 1999).
También hay que valorar el aumento del trabajo asociado al aplicar la misma, de
forma que en un marco productivo hay que hacer un balance econémico de este
efecto y valorarlo teniendo en cuenta las ventajas previamente comentadas.

En cuanto a la comparativa entre los distintos tratamientos de
sincronizacion cortos, en el presente trabajo realizado en ovejas autdctonas
espafiolas y F1 de cruces industriales, aunque las diferencias fueron sdlo
numéricas, las ovejas que mejor respondieron a la sincronizacién fueron las que
recibieron la PGF2« a la retirada de los dispositivos, frente a las que se les
administrd en el momento de su colocacién. La presencia de un CL activo altera la
funcionalidad y la maduracién final de los foliculos preovulatorios y la luteogénesis
normal, debido a que las concentraciones de P4 elevadas durante la fase luteal
disminuyen la secrecion de LH, hormona esencial para el crecimiento y
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maduracion final de los foliculos preovulatorios (Campbell et al., 1995; Gonzalez-
Bulnes et al., 2004). Es por ello que algunos autores recomiendan la aplicacion de
una dosis de PGFzq 0 sus analogos en el momento de la insercion de la esponja. Es
bien conocida la capacidad de sincronizacion del estro posterior a la
administracion de PGFz« entre los dias 5 y 14 del ciclo estral ovino, que induce
luteolisis, seguida de estro y ovulacion (Acritopoulou et al., 1977; Acritopoulou &
Haresign, 1980). Para asegurar una adecuada respuesta a los tratamientos de
sincronizacion cortos basados en progestagenos se recomienda la inclusion de la
misma al comienzo de dicho protocolo (Letelier et al, 2009). Por el contrario, en
otros trabajos se recomienda la aplicacion de PGFz« en el momento de la retirada
de la esponja, durante el fotoperiodo decreciente (Vinoles et al, 1999). Varios
autores también corroboran la necesidad de aplicar la PGF2« en el momento de la
retirada de la esponja (Greyling et al., 1979). Estos ultimos autores obtuvieron
porcentajes de sincronizacion del 100% en tratamientos cortos de 8 dias con PGF2«
al final del mismo. Fitzgerald y colaboradores (1985) obtuvieron resultados
similares de sincronizacion con tratamientos de 7 dias con PGF2, también al final
(Fitzgerald et al, 1985). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
presente estudio en el que, tras un protocolo semejante (Corto-PG), en ovejas
autdctonas espafiolas y F1 de cruces industriales, se observdé que el mayor
porcentaje de presentacion de celo durante la época reproductiva (fotoperiodo
decreciente) es en el grupo que recibe la PGF2, a la retirada de los dispositivos
(90,9% vs. 63.6%). Por lo tanto, parece que dentro de los tratamientos de
sincronizacion cortos, aplicados durante el fotoperiodo decreciente, con nuestras
razas y en nuestras latitudes, el protocolo de sincronizacién “Corto-PG” podria ser
mas apropiado que el tratamiento “PG-Corto”, e igualmente adecuado respecto de
los tratamientos largos.

En relacidn a las determinaciones hormonales, los picos de liberaciéon de LH
preovulatorios aparecieron en momentos muy similares, sin embargo, estos picos
se observaron mas agrupados en el grupo Corto-PG que en el grupo PG-Corto. Los
picos de LH mas agrupados son muy buscados en los protocolos ligados a
inseminacidn artificial, ya que permiten ajustar mas adecuadamente el momento
de la misma y mejorar la fertilidad (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). De esta forma, a
la hora de elegir entre los dos protocolos cortos, parece que el tratamiento Corto-
PG tendria ventajas sobre el PG-Corto. Ademas, este grupo Corto-PG presenta
niveles de LH muy similares a los del grupo de tratamiento largo (mientras que el
tratamiento PG-Corto presentaba niveles inferiores al grupo control), y son estos
tratamientos con insercion de dispositivos vaginales durante 14 dias ya
plenamente demostrados como de una fertilidad adecuada (Vinoles et al, 2001;
Evans et al, 2004), por lo que ratifica que este tratamiento, que hemos
denominado Corto-PG, puede ser tan adecuado como el largo.
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En cuanto al grado de agrupacion de los animales que salen en celo dentro
de los tratamientos cortos comparados en nuestro trabajo, pudimos comprobar
que el rango de tiempo en el que las ovejas salian en celo (indicador de
agrupacion) era menor en el tratamiento Corto-PG (48h) respecto del tratamiento
PG-Corto (62h). De manera, que entre los dos tratamientos cortos ratificamos otra
ventaja adicional en el protocolo Corto-PG sobre el PG-Corto.

Al evaluar la dinamica folicular, observamos principalmente, que el grupo
de tratamiento Corto-PG daba lugar a un mayor reclutamiento y desarrollo
folicular dando como resultado mas foliculos medianos al final de la fase folicular,
en comparacion con el otro grupo de tratamiento corto (PG-Corto). Esto es otra
evidencia que nos hace preferir el tratamiento corto con la prostaglandina al final,
respecto del tratamiento PG-Corto, ya que es conocido que los foliculos ovulatorios
mas jovenes se correlacionan con una mejor fertilidad (Evans, 2003). Por otro
lado, esta diferencia de dinamica folicular también qued¢ reflejada en una mayor
liberacion de E2 por parte de este grupo Corto-PG respecto del resto, relacion ya
encontrada en otros trabajos publicados (Campbell et al, 1995). De hecho, estos
mismos autores ratifican que la determinacién de niveles de estradiol es una
manera indirecta de estudiar la dinamica folicular (Letelier et al, 2009). En el
presente trabajo, en lo referente a la liberacion de estradiol, pudimos observar una
diferente produccidn estrogénica por parte de los foliculos segin el momento del
ciclo y el grupo de tratamiento: asi en el primer dia (momento 12h) las ovejas del
grupo control mostraron una mayor produccion de esta hormona ovarica. Sin
embargo, a partir ya de las 24h tras la retirada de los dispositivos, fue en este
grupo control donde observamos una produccion estrogénica inferior
estadisticamente significativa en los momentos 24h y 60h y menor, aunque sélo
numéricamente, en el resto de momentos. En el caso del momento final (60h) el
grupo Corto-PG es el grupo que presenta la mayor produccion de E2. Resultados
sobre liberaciéon de E2 los observamos en los trabajos de Letelier y colaboradores
(2011), donde la funcionalidad de los foliculos preovulatorios se confirmé por un
incremento en las concentraciones de estradiol en plasma durante la fase folicular
en dos grupos de tratamiento distintos, uno de ellos con FGA a 14 dias y el otro
usando tres inyecciones de PGF2q separadas por un periodo de 10 dias (Letelier et
al, 2011). Las concentraciones de E2 fueron similares a las obtenidas previamente
por otros autores en ovejas de raza manchega (Gonzalez-Bulnes et al, 2005;
Gonzalez-Anover et al, 2007) y a las del presente estudio, corroborando la
“normalidad” funcional de nuestros animales. Sin embargo, no hemos encontrado
estudios en la especie ovina que demuestren niveles de estradiol durante la fase
folicular de manera comparada entre diferentes tratamientos de sincronizacion
basados en la aplicacion de progestagenos. Si hay estudios comparando
tratamientos de sincronizacion basados en prostaglandinas (Fierro et al., 2016) o
comparando tratamientos de sincronizacién respecto del celo natural (Gonzalez-
Bulnes et al, 2005). En general, podemos argumentar que una mayor liberacion de
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E2 se corresponde con una mejor “salud folicular”, tal y como demuestran
Gonzalez-Bulnes y colaboradores, (2005) viendo que existe una correlacion
significativa entre el nivel de liberacion de E2 y la posterior capacidad luteotroéfica
de los CL, y ademas, estos niveles de P4 estan positivamente correlacionados con la
cantidad y calidad de embriones recuperados. Asimismo, los niveles de E2 durante
la fase folicular se correlacionan negativamente con el numero de oocitos no
fertilizados (Gonzalez-Bulnes et al., 2005). Por otro lado, el nivel de E2 liberado,
dentro de foliculos no quisticos ni persistentes, esta correlacionado directa y
positivamente con las tasas de gestacion, ya que estos niveles son esenciales para
el desarrollo embrionario temprano (Murray et al, 1992; Watson et al., 1994;
Nancarrow & Hill, 1995; Fierro et al, 2016). De hecho, Swelum y colaboradores
(2015) observaron mejores tasas de fertilidad y prolificidad en el grupo
experimental que liberaba mayores niveles de E2 y por lo tanto de P4 en un
estudio comparativo de protocolos de sincronizacion entre esponjas y dispositivos
CIDR (Swelum et al.,, 2015). En definitiva, parece l6gico esperar unos resultados de
gestacion buenos, o incluso mejores tras los tratamientos cortos, y dentro de ellos,
tras el tratamiento Corto-PG, basados en estos mayores niveles de liberacion de E2
durante la fase folicular. Si bien, una vez alcanzado un nivel de estradiol adecuado,
y que induzca un pico, lo que parece jugar también un papel relevante es el
intervalo entre el pico de E2 y el de LH, observandose que un retraso en la relacion
pico de E2-pico de LH se puede relacionar con menor fertilidad (Veiga-Lopez et al,
2014). En nuestro trabajo no hemos estudiado el intervalo pico de E2-pico de LH
entre grupos, lo que podria ser interesante para futuros estudios.

Al estudiar la fase luteal y el porcentaje de ovulaciéon no se observaron
diferencias estadisticas en cuanto al nimero medio de CL/oveja, aunque la
distribuciéon del nimero de cuerpos luteos si que vario significativamente entre
grupos, con mas animales con 3 CL entre los grupos cortos (57,1% en Corto-PG y
43,5% en PG-Corto) respecto del grupo Control (11,1%); a cambio, se observaron
menos animales con 4 CL en los grupos de protocolos cortos (0 versus 22,2%). El
numero de CL refleja el nimero de ovulaciones y, en produccion animal, los partos
dobles y triples se consideran productivos, especialmente en la produccién de
aptitud carnica, a pesar de la elevacidn en las tasas de distocia por malposicién. Sin
embargo, la aparicion de partos cuadruples en una explotaciéon supone un grave
problema de manejo, ya que la madre no puede mantenerlos y algunos de los
corderos deben ahijarse con otras ovejas o criarse con lactancia artificial. Por otro
lado esta demostrada la relacion entre el tamafio de camada y la dificultad para
mamar por parte de los corderos nacidos de partos multiples (Dwyer & Bunger,
2012), asi como mayor desgaste metabdlico en las ovejas gestantes de varios fetos,
respecto de las de gestaciones simples (Gonzalez-Garcia et al,, 2015) y la elevacion
de la mortalidad de los corderos segiin aumenta el tamafio de la camada (Holmoy
& Waage, 2015).
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Finalmente, la produccién media de P4 tampoco difiri6 entre grupos, lo que
ratificaria la idoneidad adicional de los tratamientos cortos. En otros trabajos
realizados durante la época reproductiva, (Greyling et al.,, 1979), comparando tres
tratamientos con esponjas de MPA durante 8 dias con administracién de tres dosis
distintas de cloprostenol a la retirada, y midiendo concentraciones de P4 en
plasma, no observaron diferencias significativas entre los tres grupos. Ozyurtluy y
colaboradores. (2011) tampoco encontraron diferencias significativas en los
niveles de P4 entre grupos de animales tratados con esponjas de FGA a 14 y 7 dias
durante las 2 y 3 semanas posteriores a la retirada de los dispositivos (Ozyurtlu et
al, 2011). Sin embargo, el tratamiento corto mostré niveles mas altos de P4 en el
momento de retirar el dispositivo, debido, posiblemente, a la presencia de un CL,
ya que el tratamiento de sincronizacion no incluia la administracion de PGFzq, a
diferencia de los protocolos aplicados en nuestros trabajos.

Por otro lado, Amer y Hazzaa (2009), en ovejas tratadas con FGAy eCGa 6y
12 dias observaron niveles basales de P4 en los dias -12, -4 (previos al estro) y 0
(estro) demostrando anestro estacional al comienzo de los protocolos de
sincronizacion. Después del dia 0 las concentraciones permanecieron bajas, hasta
el dia 5, consiguiendo que todas las ovejas ovularan durante este periodo. Las
concentraciones de P4 postovulacion se incrementaron gradualmente desde el dia
5 hasta el dia 20 y alcanzaron su maximo a partir del dia 11, pero sin observar
diferencias significativas entre los dos grupos (Amer & Hazzaa, 2009), de manera
semejante a lo encontrado en el presente trabajo. Sin embargo, en nuestro estudio,
es importante recalcar, que numéricamente si observamos una menor
concentracion de P4 en el grupo PG-Corto (1,02 * 1,06 ng/ml) respecto de los
niveles observados en el grupo Corto-PG (2,11 + 2,82 ng/ml) o grupo Control o
tratamiento largo (2,01 + 1,82 ng/ml). Probablemente la presencia de CL durante
la sincronizacién en las ovejas del grupo Corto-PG dio lugar a niveles de
progesterona altos, lo que se relaciona con una menor secrecion de LH (Gonzalez-
Bulnes et al.,, 2005). Esta situacion hace que los foliculos dominantes presentes en
ese momento entren en regresion y desaparezcan, apareciendo a continuacion
foliculos nuevos en crecimiento (los de tamafio mediano, observados en el estudio
de la dinamica folicular). Estos foliculos mas jovenes serian los responsables de
una mayor liberacién de E2. En general, los resultados de liberacion de P4, se
corresponden con foliculos con menor actividad previa, reflejada con la liberacion
de E2, relacién también corroborada previamente en la bibliografia (Gonzalez-
Bulnes et al.,, 2005; Fierro et al, 2016) ademas de con los resultados de liberacion
de E2 del presente trabajo. Finalmente, es notable remarcar que niveles menores
de P4 se ven correlacionados en otros trabajos con una menor fertilidad (Swelum
etal,2015).

De manera que en base a estos resultados y a pesar de la ausencia de
diferencias significativas entre tratamientos, tanto en el nimero medio de
CL/oveja como en los niveles medios de P4, podemos esperar semejantes
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resultados de eficiencia reproductiva y productiva en las ovejas protocolizadas con
tratamiento largo o con el tratamiento Corto-PG, que podrian ser usados
indistintamente en granjas, elevando la flexibilidad de manejo y protocolizacion
reproductiva. Por otro lado, recordar que una menor duracion de los tratamientos
con dispositivo intravaginal se relaciona, con una menor apariciéon de vaginitis,
hemorragias y adherencias (Manes et al., 2010), lo que supone una mayor limpieza
de la vagina, facilitando la visualizacion del cérvix, lo cual es muy relevante si se
decide aplicar inseminacién transcervical (Windsor, 1995). Esto serian
argumentos para preferir la utilizacion del tratamiento Corto-PG, respecto del
largos, una vez demostrada una eficacia reproductiva semejante.
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5.3 Efecto del tipo de dispositivo progestativo intravaginal
(progesterona natural o CIDR versus progestageno
sintético o FGA) sobre el porcentaje de gestacion en
ovejas tratadas con un protocolo de sincronizacion de
celos largo (14 dias) en fotoperiodo decreciente

En esta fase experimental 3 se valoraron dos métodos de sincronizacién de
celo “largos” usando dos dispositivos diferentes con progestativos (progestagenos
en esponjas impregnadas en FGA y progesterona en dispositivos tipo CIDR)
basados en el protocolo clasico de 14 dias, con administracion de eCG a la retirada
de los mismos. El objetivo fue comparar el porcentaje de gestacion y la prolificidad,
estimada por ecografia transabdominal a dia 40 post-monta, durante fotoperiodo
decreciente. También se valoraron otros factores como el porcentaje de pérdidas
de dispositivos y el porcentaje de dispositivos con olor desagradable en el
momento de la retirada. Los factores edad, nimero de lactacion medio /oveja y
condicion corporal se controlaron presentando éstos una distribucion homogénea
entre grupos experimentales.

Los porcentajes de gestacion obtenidos fueron del 61,7% en el grupo FGA y
del 51,6% en el grupo CIDR (P=0,120). La prolificidad estimada también fue
ligeramente mayor en el grupo FGA (1,62 * 0,55) que en el grupo CIDR (1,52 *
0,50), con P=0,317.

Puesto que el FGA es un agente progestigeno mas potente que la
progesterona natural y, por lo tanto, puede ser usado a dosis mas bajas, los
resultados obtenidos, muestran que los dispositivos CIDR, que contienen 300 mg
de progesterona natural son tan efectivos como método de sincronizacién del
estro en ovejas como 20 mg de FGA impregnado en esponjas intravaginales, bajo
las condiciones de manejo descritas en el presente trabajo, que son las tipicas de
explotacion ovina intensiva (Reynolds, 1996).

Nuestros resultados muestran que no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de gestacion tal y como ya obtuvieron a finales de los afios 80 Rhodes y
Nathanielsz, comparando los mismos dispositivos basados en progesterona
natural, durante 14 dias, vs. dispositivos de MPA, en lugar de FGA. Estos autores
obtuvieron ademas, unos porcentajes de gestacion muy semejantes a los nuestros,
del 56,6% en el grupo tratado con esponjas de MPA y de un 57,7% en el grupo
tratado con CIDR.

Porcentajes de gestacion un poco mas elevados que en el trabajo actual,
pero similares entre ellos (P>0,05) a pesar de una diferencia numérica, como en
nuestro caso de 10 puntos porcentuales, fueron los obtenidos por Hamra y
colaboradores (1989) al comparar el tratamiento de CIDR impregnados en
progesterona (71%) con el de esponjas impregnadas en cronolona (85%),
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seguidos todos ellos de la administracion de eCG a la retirada de los dispositivos,
de manera semejante al presente trabajo (Hamra et al., 1989). Aunque la fertilidad
media tras la aplicacion del CIDR en nuestro trabajo no es muy elevada, si esta en
consonancia con otros trabajos publicados previamente, como el de Moeini y
colaboradores (2013) (Moeini et al., 2013). Estos autores compararon distintos
tratamientos con esponjas y CIDR en ovejas de raza lori durante 13 dias en
estacion no reproductiva, pero con distintas dosis de eCG en los distintos grupos. A
pesar de que las gonadotropinas mejoran la tasa de ovulacion (Gungor et al., 2007)
observaron que los animales a los que se les administré una dosis menor de eCG
(350 UI) presentaron porcentajes de gestacion mayores que a aquellos a los que se
les administraron 500 Ul tras la retirada de los dispositivos. Los resultados con
350 Ul fueron de 54,5% en el grupo tratado con esponjas de FGA, frente a 45,4%
en el grupo tratado con CIDR. En cambio, en los tratamientos que incluian una
dosis de 500 UI de gonadotropina se observaron porcentajes de gestacion de
38,8% en el grupo tratado con esponjas frente al 32,8% observado en el grupo
tratado con CIDR.

Resultados similares a los nuestros, obtuvieron Zonturlu y colaboradores
(2008) con ovejas de raza awassi, una duracion de los tratamientos de 12 dias y la
administracion de 300 Ul de eCG, con unos porcentajes de gestacion de 52,63% en
el grupo tratado con esponjas y de 60,0% en el grupo tratado con CIDR (Zonturlu
et al, 2008). El porcentaje de gestacion en el grupo tratado con CIDR es
comparable igualmente al 63% obtenido por Ungerfeld y Rubianes (2002)
(Ungerfeld & Rubianes, 2002). En cambio, los resultados obtenidos por estos
mismos autores en los grupos tratados con FGA fueron mas altos. En otros
estudios revisados, los porcentajes de gestacion obtenidos en tratamientos en los
que se ha usado CIDR han variado entre el 44,40% y el 55,60% (Fukui et al., 1999;
Godfrey et al., 1999; Daniel et al, 2001), lo que vuelve a concordar con nuestras
cifras de porcentaje de gestacion.

Estos dos dispositivos también han sido comparados con distintas dosis de
eCG (350 UI, 500 Ul'y 600 UI) por Moradi Kor y colaboradores (2012) y los grupos
tratados con FGA + 600 UI de eCG y CIDR +350 UI de eCG obtuvieron idénticos
resultados en lo que a porcentaje de gestacion se refiere (79,78%), siendo, ademas,
significativamente mas altos que en el resto de grupos (Moradi Kor et al,, 2012).

Swelum y colaboradores (2015), en cambio, obtuvieron porcentajes de
gestacion mayores, y significativamente distintos, en ovejas tratadas con CIDR
(77,86%) que en aquellas tratadas con esponjas de FGA (62,41%). También la
prolificidad fue mayor en las ovejas tratadas con CIDR frente a aquellas tratadas
con FGA (1,34 vs. 1,19) (Swelum et al,, 2015).

Yadi y colaboradores (2011) obtuvieron porcentajes de prefiez mas altos en
ovejas de raza Kalkuhi tratadas con MPA, que en ovejas tratadas con CIDR (45% vs.
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35%), en cambio la prolificidad fue mas elevada en el caso de los CIDR, ya que el
porcentaje de gestaciones gemelares frente a gestaciones simples fue mayor en el
grupo CIDR (14%) que en el grupo MPA (11%). En este trabajo la duracion del
tratamiento fue de 14 dias para la esponja intravaginal impregnada en MPA y de
12 dias para el CIDR, con administraciéon de 500 Ul de eCG en el momento de la
retirada. Las diferencias podrian ser debidas a la raza, edad, factores nutricionales,
o manejo reproductivo (Yadi et al, 2011). Por otro lado, en el caso de la especie
caprina, Romano (2004) obtuvo resultados exactamente iguales con cabras
nubianas en cuanto a porcentajes de gestacion en los grupos CIDR y FGA (63%) y
un poco mas altos en el grupo MPA (65%), no observando ninguna pérdida de
dispositivo en ninguno de los tres grupos (Romano, 2004). Crosby y colaboradores
(1991) obtuvieron resultados, s6lo numéricamente mas elevados en ovejas
tratadas con CIDR (76%) que con progestagenos sintéticos (67% con FGA y 66%
con MAP) en anestro. En cambio, estos resultados se invirtieron en época
reproductiva, donde el porcentaje de gestacion obtenido en animales tratados con
CIDR (56%) fue inferior al obtenido en los otros dos grupos (88% en el grupo FGA
y 80% en el grupo MAP) (Crosby et al, 1991). Estudios posteriores en cabras
nadooshan tratadas con CIDR durante 18 dias reflejan porcentajes de gestacion del
91,3%, mucho mayores a los obtenidos en este trabajo con ese mismo dispositivo
en ovejas lacaune (Shahneh et al, 2008).

La diferencia de fertilidad entre los resultados observados en nuestro
trabajo y los citados en otros trabajos podrian explicarse si tenemos en cuenta que
la gran mayoria de las ovejas del presente estudio estaban en lactacion, ya que, por
una parte, actividades fisioldgicas tales como el movimiento, la lactacion o la
reproduccion pueden inducir niveles bajos de energia, y por otra, niveles bajos de
energia provocan una menor liberacion de GnRH, y por tanto de LH y FSH en la
circulacion (Downing & Scaramuzzi, 1991). Por otro lado, hay oscilaciones de los
valores concretos de fertilidad segun lotes, también observadas en los rebafios
nuestros, que, aunque dan lugar a una media anual de fertilidad mantenida del
75% anual, en determinados lotes de montas, llega a ser menor. Aun asi, esta
circunstancia no afecta a la comparativa estudiada en el trabajo, ya que en cada
réplica siempre se han incluido animales en grupo CIDR y en grupo FGA, para
controlar este factor, y por otro lado, y como ha quedado patente, también hay
numerosos trabajos que obtienen cifras de porcentaje de gestacion semejantes a
las nuestras.

En cuanto a las otras variables evaluadas, como porcentaje de pérdidas y
porcentaje de dispositivos con olor desagradable, el porcentaje de pérdidas de
dispositivos fue mayor en el caso de las esponjas, donde un 4,46% de los animales
las perdieron, frente a un 1,90% de pérdidas observadas en el caso de los CIDR
(P=0,332). En el momento de la retirada de los dispositivos solamente un 1% de
los CIDR presentaron olor desagradable, frente al 76% de esponjas con esta
caracteristica.
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Omontese y colaboradores (2010) compararon tratamientos con CIDR
frente a esponjas de FGA durante 21 dias y sin administracién de eCG a la retirada
en la raza ovina red sokoto. En este caso no se valor6 porcentaje de gestacion, sino
porcentaje de animales que salieron en celo, siendo éste significativamente inferior
en los animales tratados con FGA (20%) que en los tratados con CIDR (55,6%)
(Omontese et al., 2010). Estos resultados podrian deberse a estros silenciosos,
bajos niveles de actividad ovarica (Wheaton et al., 1993), efecto de la estacién o
condiciones climatoldgicas y causas iatrogénicas (Freitas et al, 1997). Sin
embargo, los autores del trabajo argumentaban que estos resultados podrian
explicarse por el hecho de que el dispositivo habia estado 21 dias insertado en la
vagina, lo cual habria podido provocar una vaginitis y por tanto, que los animales
no saliesen en celo. Algunos autores (Alifakiotist et al., 1982), por su experiencia
previa con el uso de CIDR en ovejas, indican que las técnicas empleadas para
insertar las esponjas y factores tales como la textura y consistencia de las mismas
podrian tener alguna influencia en la retencién de la esponja en la vagina frente al
CIDR, fabricado a partir de un elastomero de silicona. Tal y como ya resefiamos en
la revision bibliografica, a diferencia de lo que ocurre con el CIDR, el contacto que
mantienen las esponjas vaginales con el cérvix predispone a un incremento de la
microbiota bacteriana que puede provocar vaginitis y formar adherencias que
causen problemas reproductivos en el rebafio (Amiridis & Cseh, 2012).

De hecho, y ligado a esta circunstancia, en nuestro trabajo observamos un
menor porcentaje de dispositivos CIDR con olor desagradable (lo que se liga a
secreciones anormales de la mucosa vaginal y vaginitis), respecto del porcentaje
apreciado en los dispositivos FGA. Estos mismos autores previamente citados,
también notaron una mayor pérdida de dispositivos en el caso de las esponjas,
comparativamente con los CIDR, hecho que relacionan directamente a la tasa de
irritacién vaginal. Los porcentajes de pérdidas descritos son muchisimo mayores
que los observados en nuestro trabajo (40% vs. 10% en el estudio citado y 4% vs.
1% en el nuestro). La diferencia tan marcada de las medias de pérdidas entre este
estudio y el nuestro, podria deberse al mayor tiempo de permanencia del
dispositivo en la vagina (21 dias frente a 14). Ademas los dispositivos de FGA
llevan un hilo mas largo y de color mas llamativo que el del CIDR, que es
transparente y mucho mas corto, de forma que las ovejas tienen mayor dificultad
para quitarse este ultimo.

Otros autores como Swelum y colaboradores (2015), también documentan
que la descarga vaginal maloliente, considerada como una respuesta de la mucosa
vaginal a la presencia de un cuerpo extrafio, también fue mucho mayor en el
momento de la retirada de las esponjas (98,58%) que en el de los CIDR (51,91%)
(Swelum et al., 2015).
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En el caso del trabajo previamente citado el porcentaje de pérdidas fue
mayor en el caso de los CIDR (8,2%) que en el de las esponjas (4%) y también
mayor que en nuestro experimento (Rhodes & Nathaniel, 1988). Las razones de
estos hechos no las podemos explicar en base a lo descrito en los trabajos, pero
podria también depender en parte de la experiencia de aplicacidon por parte del
personal encargado del mismo. De hecho, y a diferencia de nuestra experiencia,
algunos autores si describen algunas desventajas en el uso de los dispositivos
CIDR, que nosotros no encontramos, como la dificultad para insertarlos en la
vagina de las ovejas (Greyling & Brink, 1987).

Concluyendo, nuestros resultados reflejan porcentajes similares respecto a
fertilidad y prolificidad, no observando diferencias significativas entre los
dispositivos comparados, por lo que los CIDR, cuando estén disponibles en Europa,
serian una alternativa, con ventajas en lo que se refiere al porcentaje de pérdidas y
reduccion de vaginitis, lo que equivale a una mejora en bienestar animal. Ademas,
estos dispositivos tienen la posibilidad de ser reutilizados, previa esterilizacion
dos o incluso hasta tres veces (Cox et al., 2012; Vilarino et al., 2013).
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5.4 Efecto del tipo de dispositivo progestativo intravaginal
(progesterona natural o CIDR versus progestageno
sintético o FGA) sobre la funcionalidad hipofisaria y
ovarica en ovejas tratadas con un protocolo de
sincronizacion de celos corto (7 dias) e influencia de la
época reproductiva

En la fase experimental 4 se valoraron posibles diferencias en la respuesta a
dos dispositivos diferentes con progestativos (progestagenos en esponjas
intravaginales con FGA y progesterona en CIDR) basados en el protocolo corto
considerado como el de mejor resultado en las fases experimentales anteriores
(protocolo Corto-PG).

Habiendo comprobado en la fase experimental 1 que este tratamiento
Corto-PG daba lugar a diferencias en el porcentaje de gestacion segun el
fotoperiodo, se llevaron a cabo dos réplicas en distinta estacidon. Asi, el
experimento 4.1 se realiz6 en fotoperiodo creciente, y el experimento 4.2, en
fotoperiodo decreciente

En esta parte, los factores de confusion a controlar fueron la condicion
corporal y la edad de los animales, que resultaron homogéneos entre grupos en
ambas réplicas.

En época de fotoperiodo creciente se comprob6 que no hubo ninguna
variacién segun tratamiento, en lo que respecta al nimero medio de cuerpos
luteos/animal, al tiempo medio en salir en celo ni a la respuesta total al
tratamiento (esto es, el salir o no en celo), ya que en los dos grupos el 100% de los
animales mostraron celo. El analisis por momentos de deteccion de celos tampoco
reveld ninguna variacion entre los grupos en cuanto al ritmo y agrupacion de los
animales en esta respuesta, demostrandose la misma eficacia en la sincronizacion
de celos de los dispositivos CIDR respecto de las tradicionales esponjas.

Durante el fotoperiodo decreciente no observamos diferencias en el
porcentaje de ovejas que salieron en celo, ni en el tiempo medio en mostrarlo. Sin
embargo, si observamos un agrupamiento mayor en la salida en celo en el grupo
tratado con el dispositivo CIDR, de manera que a las 28h y 32h habia mas del doble
de ovejas en celo en este grupo respecto del grupo FGA. Posteriormente, con el
tiempo de observacion de celos, esta diferencia se iguala, y no llega a ser
significativa.

En otros trabajos se ha demostrado que el dispositivo CIDR con
progesterona natural es igualmente eficaz en comparacion con las esponjas de FGA
(Ungerfeld & Rubianes, 2002; Moeini et al.,, 2013; Swelum et al, 2015), resultados
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similares a los del presente estudio, observados en la estacién desfavorable, en
donde precisamente se espera que la adicién de un progestativo externo ayude de
manera eficaz a los animales en anestro, o a punto de salir del mismo (Ungerfeld &
Rubianes, 1999; Vinoles et al, 2001). De hecho, los resultados de respuesta que
observamos son comparables a los resultados citados en otros trabajos con este
tipo de protocolos cortos en estacion favorable (Vilarino et al, 2013) o
desfavorable (Moradi Kor et al, 2012; Swelum et al,, 2015). Por otro lado, en el
presente trabajo, corroboramos incluso mejores tasas de presentacion de celo en
la estaciéon desfavorable, respecto de la estacidn reproductiva (79,20% en el grupo
CIDR frente al 88,00% en esponjas en fotoperiodo decreciente, respecto del 100%
en ambos grupos en el fotoperiodo creciente).

Los resultados en la respuesta al tratamiento obtenidos por Yadi et al
(2011) en fotoperiodo creciente no muestran diferencias significativas entre el
grupo tratado con esponjas de FGA y el grupo tratado con CIDR, con unos
porcentajes de salida en celo de las ovejas de 45% y 35%, respectivamente, aunque
inferiores a los obtenidos en nuestro trabajo en el mismo fotoperiodo (100%)
(Yadietal, 2011).

Resultados similares en cuanto a respuesta al tratamiento en fotoperiodo
creciente fueron obtenidos por Ungerfeld y Rubianes (2002), donde obtuvieron
porcentajes de respuesta al tratamiento de 91,5% y 95,9% en ovejas tratadas con
esponjas de FGA y CIDR, respectivamente. Estos autores también observaron
tiempos medios de inicio de celo semejantes entre grupos, y por debajo de 40
horas, pero ligeramente mas altos que los nuestros (38,8 + 1,6 y 39,9 + 2,1 h en los
grupos FGA y CIDR, frente a los 32,00% * 6,01 y 33,76% % 4,01 obtenidos en
nuestro trabajo en los mismos grupos). Sin embargo, el tiempo obtenido en el
grupo tratado con esponjas de FGA (38,8 £+ 1,6 h) fue muy similar por el observado
por nosotros en el mismo grupo pero en fotoperiodo decreciente (38,18 * 9,46 h)
(Ungerfeld & Rubianes, 2002).

De nuevo, en el trabajo de Moradi Kor et al. (2012), también en fotoperiodo
creciente, se describen resultados muy similares a los nuestros en el tiempo medio
de salida en celo, con 31,10 + 1,6 h en el grupo CIDR y 32,65 * 1,80 h en el grupo
FGA, y, aunque los porcentajes de respuesta al tratamiento fueron elevados, si que
hubo diferencias significativas entre la respuesta observada en el grupo CIDR
(82,45%) y el grupo FGA (92,89%) (Moradi Kor et al, 2012). Por el contrario,
Romano (2004), utilizando cabras nubianas en distinto fotoperiodo (decreciente),
observo diferencias significativas en el tiempo medio de salida en celo (32,90 £ 9,7
horas en las cabras tratadas con esponjas de FGA, frente a 40,2 + 10,5 horas en las
cabras tratadas con CIDR). En cuanto a la salida en celo, los resultados si fueron
idénticos a los obtenidos en nuestro trabajo en fotoperiodo creciente, con una
respuesta del 100% de los animales en ambos grupos (Romano, 2004).
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Estas diferencias en los resultados entre estudios podrian deberse a los
distintos protocolos utilizados (Cam & Kuran, 2003; Gomez-Brunet et al., 2007).
Sin embargo, otros estudios afirman que esta discrepancia entre distintos autores
puede ser explicada por la falta de homogeneidad en la condicién corporal, la raza,
el sistema de manejo o el estado fisiologico y nutricional (Yadi et al,, 2011; Moeini
et al, 2013). Por ello, es importante ratificar la eficiencia de los diferentes
protocolos y productos hormonales en las razas y en sistemas de produccion
concretos. De hecho, una aportacién muy novedosa del presente trabajo es la
verificacion de la eficacia en razas utilizadas de manera habitual en explotaciones
de ovino de carne, y en las latitudes espafiolas. Hasta ahora, la mayoria de los
trabajos realizados con ovejas de razas espafiolas utilizaban animales de raza
merina, la raza espafiola mas internacionalmente conocida (Gardon et al,, 2015).

En lo que respecta a la funcionalidad ovarica durante la fase folicular,
reflejada en base a los analisis de niveles de E2, se observo una semejanza en dicha
funcionalidad entre ambos tipos de progestativos, excepto en la hora 12, donde
estas diferencias si se hicieron significativas (P<0,0001). Lo mismo ocurrié con la
P4, donde los niveles en plasma observados fueron algo mas altos en el grupo FGA
pero clinicamente no se pueden considerar relevantes (5,94 * 1,42 ng/ml frente a
4,34 £ 1,96 ng/ml, respectivamente). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
difieren de los publicados por Swelum et al. (2015), donde los niveles de E2 apenas
variaron en las horas 0, 24 y 48 posteriores a la retirada de los dispositivos
intravaginales, siendo significativamente mas altos (P<0,05) en el grupo de
animales a los que se les insertd CIDR que en aquéllos que llevaban esponja de
FGA, al igual que los niveles de P4, mas altos en el grupo CIDR (Swelum et al,
2015). Igualmente Hamra et al. (1989) y Naderipour et al. (2012) observaron que
los animales tratados con CIDR producian niveles mas elevados que aquellos
tratados con esponjas. Las diferencias entre nuestros protocolos y los de los
autores referenciados radican posiblemente en el tiempo de permanencia de los
dispositivos intravaginales, ya que los suyos fueron tratamientos “largos” (Hamra
et al, 1989; Naderipour et al., 2012).

Una vez demostrada semejanza en la eficacia de sincronizacién (o, segun
algunos trabajos, superioridad), la utilizacion de los CIDR respecto de las esponjas
podria ser de eleccion por la diferencia en las tasas de vaginitis inducidas, incluso
en los tratamientos cortos, ya que la superficie de contacto con la mucosa vaginal
es mucho menor, lo que da lugar a una menor irritacién, y consiguiente
inflamacion. La naturaleza de la textura de las esponjas absorbe muchas mas
secreciones vaginales, comparado con la silicona no absorbente del CIDR, lo que
permite el crecimiento y la multiplicaciéon de microorganismos, lo que provoca que
desprendan mal olor y ademas una reaccion inflamatoria de la mucosa vaginal,
aunque sea leve. Swelum et al. (2015) observaron un 9,22% de esponjas adheridas
a la mucosa vaginal, causando un mayor porcentaje de lesiones tras su retirada,
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que los tratamientos con CIDR, en los que no se observé ninguna adherencia
(Swelum et al., 2015). De hecho, Manes et al. (2010) ya reportaron que las esponjas
intravaginales utilizadas para inducir y sincronizar el estro en ovejas generaban
una respuesta inflamatoria con cambios histolégicos y citolégicos en la pared de la
vagina (Manes et al,, 2010). Estas observaciones confirman la hipoétesis de que el
uso de estos dispositivos intravaginales producen, no sélo un cambio en la
microbiota vaginal, sino también un proceso de inflamacién subaguda en la pared
de la vagina (Manes et al., 2014). Asi mismo, en este trabajo se demostré que el
flujo presente en las ovejas después de un tratamiento con esponjas intravaginales
impregnadas con progestagenos tiene efectos negativos en la calidad y
funcionalidad del semen del morueco (Manes et al., 2015).

Otra de las ventajas del CIDR es su posible reutilizacion (tras esterilizacion
quimica o tratamiento por autoclave) de al menos, dos veces (Cox et al, 2012), o
incluso tres (Vilarino et al,, 2013). Igualmente, Cox et al. (2012) mostraron que el
tratamiento corto con CIDR combinado con PGFzq. en el momento de la insercidon
del dispositivo permitia la reutilizacién de los dispositivos sin que afectase a la
dinamica folicular y al intervalo de salida en celo y ovulacion.

En un tercer uso, Vilarifio et al. (2013) comprobaron que CIDR usados por
segunda o tercera vez fueron tan efectivos como los nuevos en lo que se refiere a
dinamica folicular, sincronizacién del estro y ovulacion. Sin embargo, hay que
destacar que en los dispositivos utilizados por tercera vez se observd una
disminucidén en los niveles de P4 y un descenso en el porcentaje de gestaciones de
aproximadamente un 10% (Vilarino et al.,, 2013).

Finalmente, otra de las ventajas de los CIDR las tasas de pérdidas de los
dispositivos intravaginales comparando CIDR respecto de esponjas es también
menor (6,3% versus 0,8% para esponjas y CIDR, respectivamente) (Hashemi et al.,
2006).

En definitiva, en el presente trabajo no observamos diferencias en la tasa de
respuesta medida como porcentaje de presentacion de celo, tras la sincronizacion
con los dos tipos de dispositivo intravaginal de progestativos comparados (CIDR
respecto de esponjas), a excepcidon de una mayor agrupacion de las ovejas en salir
en celo en el caso del grupo CIDR durante el fotoperiodo creciente (efecto positivo
del grupo CIDR); a excepcidon también de una menor tasa de liberacion de E2 en la
fase folicular y de progesterona en la luteal (efecto que podria ser negativo del
grupo CIDR) y una mayor celeridad del pico de LH tras el de E2 (efecto positivo del
grupo CIDR). Por lo tanto, se corrobora la posibilidad de idoneidad de la utilizacion
de ambos dispositivos hormonales en explotaciones ganaderas dentro de un
protocolo corto de 7d con aplicacién de prostaglandina a la retirada. Ademas, en el
caso de los dispositivos CIDR, se suman las ventajas de la mejora en el bienestar
animal (reduccion del porcentaje de vaginitis asociadas a la presencia de la esponja
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en la vagina de los animales), la reduccion de pérdidas de los dispositivos por
parte de los animales sincronizados y la posibilidad de su reutilizacién tras su
esterilizacion.
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6 Conclusiones

1. La duracion del tratamiento con dispositivos intravaginales
impregnados con progestagenos sintéticos durante el fotoperiodo
decreciente puede ser reducida de 14 dias utilizados en los tratamientos
clasicos hasta 7 dias, siempre que se acompafie de la administracién de
prostaglandina, ya que se obtienen similares porcentajes de gestacion y
prolificidad.

2. El estudio en profundidad de la funcionalidad ovarica e hipofisaria
en fotoperiodo decreciente demostro patrones endocrinos, de crecimiento y
funcionalidad folicular similares en el tratamiento largo de 14 dias y en el
tratamiento corto de 7 dias con aplicacion de prostaglandina a la retirada
del progestageno (protocolo Corto-PG) y, en ambos casos, mejores que en el
tratamiento corto con aplicacion de prostaglandina a la insercion del
progestageno (protocolo PG-Corto).

3. El protocolo Corto-PG se relaciondé con una menor fertilidad en
fotoperiodo creciente. Esta menor fertilidad podria deberse a la presencia
de cuerpos luteos con baja respuesta a prostaglandinas durante el anestro
reproductivo.

4. El tratamiento Control de 14 dias con los dispositivos intravaginales
de progesterona (CIDR) y con las esponjas intravaginales de progestageno
(FGA) dan lugar a porcentajes de gestacion similares durante el fotoperiodo
decreciente.

5. El tratamiento Corto-PG presenta eficacia similar en cuanto al
porcentaje de presentacion de celos y funcionalidad ovarica e hipofisaria,
tanto con dispositivos intravaginales de progesterona (CIDR), como con
esponjas intravaginales de progestageno (FGA), durante el fotoperiodo
creciente.

6. Durante el fotoperiodo creciente, el tratamiento Corto-PG con
dispositivos intravaginales tipo CIDR da lugar a una agrupaciéon de celos
mayor pero con una menor concentracion de E2 al inicio de la fase folicular
y una menor concentracion de P4 durante la fase luteal, respecto al mismo
tratamiento con esponjas (FGA), durante el fotoperiodo creciente.
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