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RESUMEN

Los ovinos de pelo se encuentran distribuidos en todo México debido a su alta
capacidad de adaptacion a cualquier clima, rusticidad y habilidad para reproducirse en
cualquier época del afio. La produccion de pequefios rumiantes en el pais se realiza en
agostaderos de muy mala calidad, por lo cual es comun que los ovinos se subalimenten
por la baja disponibilidad y mala calidad del forraje. Esto tiene un impacto negativo
sobre la fertilidad de las ovejas y, en general, en la productividad del rebafio. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la restriccion nutricional
alrededor de la concepcion sobre el estado corporal y metabdlico materno post-
concepcion, el desarrollo fetal temprano y la eficiencia reproductiva en ovejas Katahdin
X Pelibuey sujetas a un protocolo de sincronizacién de estro. Cuarenta y ocho ovejas
multiparas no prefiadas se distribuyeron 30 d antes de la concepcion en cuatro
tratamientos de restriccion nutricional (RN, 60% de una alimentacion adecuada para
mantenimiento): 1) testigo, ovejas alimentadas adecuadamente, 2) ovejas con RN pre-
concepcion (30 d, RNPRE), 3) ovejas con RN post-concepcion (50 d, RNPOS) y 4)
ovejas con RN pre- y post-concepcion (RNT). Las ovejas presentaron una reduccion en
el peso vivo y en la condicion corporal durante los periodos que duré la RN, aunque en
ovejas RNT, los efectos negativos sobre peso vivo y condicién corporal perduraron
hasta el parto. Al dia 50 post-concepcion, los fetos de ovejas RNPRE tuvieron mayor
area fetal y abdominal, asimismo estuvieron contenidos en una vesicula amniética mas
grande comparado con los fetos de ovejas testigo, RNPOS y RNT. El tamafo de
cotiledones no fue afectado por el régimen nutricional. Adicionalmente, solamente RN
post-concepcion modific6 algunas concentraciones de metabolitos en suero,
especificamente redujo glucosa e incrementé colesterol. En general, los tratamientos de
RN no alteraron la conducta de estro, la prefiez, la tasa de pérdidas embrionarias, la
fertilidad y la prolificidad en ovejas. En conclusion, la sub-alimentacion periconcepcional
provoco un impacto negativo sobre el estado corporal de las ovejas de pelo hibridas,
asimismo, modificé el desarrollo fetal temprano cuando la subalimentacion coincidié con
el periodo pre-concepcion. Asimismo, la desnutricion periconcepcional no altero la
eficiencia reproductiva alcanzada por ovejas de pelo sincronizadas con progestagenos
y PMSG.



Palabras clave: ovinos de pelo, reproduccion, ciclo estral, nutricion divergente
ABSTRACT

Hair breed sheep are distributed throughout Mexico because their high
adaptability to harsh environment, rusticity and ability to reproduce most of the year.
However, sheep production in the country is mainly under extensive conditions, So
underfeeding in sheep is common during the dry seasons. This has a negative impact
on the ewe fertility and, in general, on the productivity of flocks. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the effect of periconceptional nutritional restriction on
maternal body and metabolic status post-conception, early fetal development and
reproductive efficiency in Katahdin x Pelibuey ewes subjected to an estrus
synchronization protocol. Forty-eight multiparous non-pregnant ewes were assigned 30
days before conception to four nutritional restriction treatments (NR, 60% of
maintenance nutritional requirements): 1) control, well-fed ewes, 2) ewes with NR pre-
conception (30 d, NRPRE), 3) ewes with NR post-conception (50 d, NRPOS), and 4)
ewes with NR pre- and post-conception (NRT). A reduction in the live weight and body
condition score was observed in ewes during NR periods, although in RNT ewes, the
negative effects on live weight and body condition remained until lambing. At d 50 post-
conception, fetuses from NRPRE ewes had greater fetal and abdominal areas, likewise,
bigger fetal amniotic vesicles compared with fetuses from control, NRPOS and RNT
ewes. Size of cotyledons was not affected by the nutritional regimen. Additionally, only
NR post-conception modified some serum metabolites concentrations, specifically
decreased glucose and increased cholesterol. Overall, NR treatments did not alter
estrous behavior, pregnancy, rate of embryonic losses, fertility and prolificacy in hybrid
hair ewes. In conclusion, periconceptional underfeeding has a negative impact on
maternal body status of crossbred hair ewes, likewise, modifies the early fetal
development when underfeeding occur in line with pre-conception period. Although, the
periconceptional undernutrition does not alter the reproductive efficiency achieved by

these hair ewes synchronized with progesterone and PMSG.

Keys word: hair sheep, reproduction, estrous cycle, divergent nutrition
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CAPITULO |
INTRODUCION

En el noroeste de México predominan condiciones climaticas aridas y
semiaridas, por lo cual las lluvias son escasas y se concentran en ciertas épocas de
afio (SEMARNAT, 2012). Lo anterior se refleja en limitada produccion de biomasa
vegetal, y por ende, la calidad y la disponibilidad de forraje es baja en gran parte del
afio para la alimentacion animal (Gonzalez-Bulnes et al., 2011; Sejian et al., 2012).
Considerando que en esta region del pais la produccidbn ovina se desarrolla
principalmente en forma extensiva y sin suplementacion alimenticia estratégica, la
subalimentacibn de las ovejas en ciertos meses del afio es comun y afecta
directamente la fertilidad y productividad del rebafio (Martinez-Partida et al., 2011).

En ovejas, la restriccion nutricional durante el periodo periconcepcional o primer
tercio de gestacion, ademas de afectar negativamente el peso vivo y la condicion
corporal, altera las concentraciones sanguineas de metabolitos (glucosa, colesterol,
otros) y hormonas metabdlicas (insulina, factor de crecimiento similar a insulina [IGF-1]
y leptina) (Scaramuzzi et al., 2006). Estas alteraciones en el estado metabdlico de las
ovejas como consecuencia de la desnutricion se reflejan en otros cambios
endocrinolégicos, y por ende, fisiolégicos que ayudan a garantizar la sobrevivencia de
la oveja, pasando a segundo término el correcto desarrollo de su capacidad productiva
y reproductiva (Martin et al., 2004).

La restriccion nutricional reduce la sintesis de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), asi como la frecuencia pulsétil de liberacién de la hormona
luteinizante (LH) (Scaramuzzi y Martin, 2008). También, la subalimentacion
periconcepcional se ha relacionado con un aumento en los niveles de estrégenos pero
sin que esto implique un mayor desarrollo folicular; contrariamente, se ha documentado
un menor crecimiento del foliculo pre-ovulatorio seguido de una reduccion en la tasa
ovulatoria con alteraciones en la conducta estral por efecto de la desnutricion en ovejas
(Landau y Molle 1997; Boland et al., 2001; Abecia et al., 2006a). Por otra parte, la
restriccibn nutricional se relaciona con un aumento en los niveles circulantes
sanguineos de progesterona (Lozano et al., 1998) y una reduccion en el numero de

receptores endometriales para esta hormona durante la gestacion temprana (Sosa et



al., 2006). Esto promueve cambios en el ambiente uterino, lo cual produce pérdidas
embrionarias tempranas debido a fallas en el proceso de desarrollo del blastocito,
reconocimiento materno de la gestacion e implantacion (Abecia et al., 2006a; Sosa et
al., 2006). Asi, el nivel de alimentacion alrededor de la concepcidén puede incidir sobre
algunos parametros reproductivos como prolificidad, fertilidad, fecundidad y porcentaje
de partos gemelares (Koyuncu y Canbolat, 2009; Abdel-Mageed y Abd El-Gawad,
2015a). No obstante, otros estudios no han reportado efecto alguno de la
subalimentacion periconcepcional sobre los parametros reproductivos (Debus et al.,
2012; Garcia et al., 2016), a pesar de la presencia de alteraciones en el metabolismo de
las ovejas.

Cabe mencionar que cuando la implantacion embrionaria se logra en ovejas
desnutridas, se producen una serie de adaptaciones epigenéticas y metabdlicas en el
producto, situacion que conlleva a una inadecuada programacion fetal que afecta la
competencia funcional de las crias en su vida pre y postnatal (Fleming et al., 2012).
Algunos estudios reportan problemas fetales en madres desnutridas durante el primer
tercio de gestacion, tales como resistencia a insulina, alteraciones en el trayecto del
crecimiento y retardo en el crecimiento fetal (Oliver et al., 2010; Rumball et al., 2008,
2009). Otros estudios sugieren que la desnutricion alrededor de la concepcion también
tiene efectos negativos de larga duracién en el desarrollo de las crias. Asi, corderos
nacidos a partir de ovejas desnutridas en la periconcepcion presentan menor
crecimiento post-natal, alta susceptibilidad a enfermedades, inadecuada capacidad
reproductiva, un sistema inmunoldgico deprimido, entre otros (MacLaughlin et al., 2005;
Mufioz et al., 2009; Sejian et al., 2010a; Abdel-Mageed et al., 2015b).

Basado en lo anterior, se planted la hipotesis de que la restriccion nutricional
periconcepcional altera el metabolismo de ovejas hibridas de raza de pelo, lo cual a su
vez conlleva a fallas en el crecimiento fetal temprano y, en general, en su eficiencia
reproductiva cuando son tratadas con un protocolo de sincronizacion de estro. Cabe
mencionar que existe cierto grado de contradiccion en los resultados encontrados a
través de las diferentes razas ovina cuando son sometidas a tratamientos de restriccion
nutricional periconcepcional. Ademas, en ovinos de raza de pelo no se ha estudiado

sobre este topico, a pesar de que actualmente se encuentran distribuidas por todo



México y, en general, en Latinoamérica bajo sistemas de produccion extensivas
principalmente. Po lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
restriccion nutricional periconcepcional sobre el estado corporal y metabdlico materno
post-concepcion, el desarrollo fetal temprano y la eficiencia reproductiva de ovejas

procedentes de cruzas de razas de pelo.



CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA

2.1. Fisiologia de la reproduccion

La reproduccion implica una serie de eventos fisioldgicos y neuroendocrinos que
desencadenan la produccion de gametos en los 6rganos sexuales, lo cual permite la
multiplicacion y perpetuacion de las diferentes especies animales (Gordon, 2003). En el
presente apartado se abordarda una revision bibliografica sobre fisiologia de la
reproduccion animal, haciendo énfasis en los rumiantes, principalmente en ovinos. Las
secciones del presente apartado incluyen el ciclo estral, ovulacion, fecundacion y

gestacion.

2.1.1. Ciclo estral

El ciclo estral es el intervalo de tiempo entre un estro y otro. En ovinos, la
duracion normal del ciclo estral es de 17 dias, mientras en bovinos y caprinos es de 21
dias. Las diferencias en los dias del ciclo estral se deben a que la duracion de la fase
folicular es més prolongada en bovinos y caprinos (Downey, 1980). En la pubertad se
inicia la actividad reproductiva, presentandose en esa etapa el primer estro, la cual se
vuelve ciclica de ahi el nombre ciclo estral. Algunas especies animales exhiben
ciclicidad estral de manera ininterrumpida a lo largo del afio. A estas especies se les
conoce como poliéstricas continuas (Forde et al., 2011). En cambio, aquellas especies
que interrumpen su clico estral en ciertas épocas del afio se les conoce como
poliéstricas estacionales (Arroyo et al., 2007; Arroyo, 2011).

El ciclo estral se divide en fase folicular y fase litea, ambas controladas
hormonalmente por el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario (Forde et al., 2011). Cada fase del
ciclo estral se subdivide a su vez en dos etapas; la fase folicular en proestro y estro,
mientras que la fase litea en metaestro y diestro. En general, la fase folicular se
caracteriza por la presencia de una alta actividad de desarrollo folicular, la cual culmina
con la formacién de un foliculo pre-ovulatorio y la subsecuente liberaciéon del ovocito o
comunmente llamada ovulacion. En esta ultima parte de la fase folicular, se presenta la

etapa del estro, en donde las hembras se muestran receptivas a los machos (Downey,



1980). La duracion del estro varia segun la especie, siendo de 12a24 h,48a72hy 24
a 36 h en vacas, cerdas y ovejas, respectivamente (Arthur et al., 1991; Gordon, 2003).
Posteriormente, con el término de los signos de estro y la presencia de la ovulacién, se
inicia la fase lutea, en la cual se da la formacion del cuerpo lateo y existen una serie de
cambios uterinos que favorecen la presencia de un ambiente adecuado para una
posible gestacion (Forde et al., 2011). Cuando el évulo no es fecundado, esta fase del
ciclo estral tiene una duracion entre 14 y 16 d, dependiendo de la especie.

Por otra parte, el ciclo estral se encuentra controlado endocrinolégicamente por
el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario. El hipotdlamo secreta GnRH para estimular la
hipofisis anterior para la liberacién de hormona foliculo estimulante (FSH) y LH. La FSH
se encarga del desarrollo folicular, mientras que LH interviene en la parte final del
desarrollo folicular y la ovulacion (Forde et al., 2011). A nivel de ovario, especificamente
en el foliculo, dias antes de la ovulacion se incrementa la sintesis de estrogenos en las
células de la granulosa, hormona que tiene como funciones producir retroalimentacién
negativa a nivel de hipotalamo para GnRH-FSH y también positiva para GnRH-LH,
incrementar el numero de receptores foliculares para LH y promover los signos de
estro. La hormona inhibina también es sintetizada y secretada en las células de la
granulosa, y actla sobre hipétesis anterior inhibiendo la sintesis de FSH. De esta
manera, se sincroniza la receptividad de la hembra al macho con la formacion y
liberacion de un ovocito durante la fase folicular.

Posterior a la ovulacion se da la formacion del cuerpo lateo e inicio de secrecion
de progesterona, la cual a nivel hipotalamo inhibe la secrecién pulsatil de GnRH y
consecuentemente bloquea la secrecion pulsatii de LH en espera que se dé la
fertilizacion del 6vulo expulsado y se origine una gestacion. En ausencia de un 6vulo
fecundado, los niveles de progesterona descienden y se inicia el proceso de lisis del
cuerpo luteo; entre los dias 16 y 17 del ciclo estral en bovinos, y en entre los dias 11y
13 en la oveja. La destruccion del cuerpo lateo 6 “lutedlisis” es dependiente de la
hormona prostaglandina (PGFy,), la cual es sintetizada a nivel de Gtero. La PGFy, es
producida por el endometrio uterino a partir del acido graso araquidénico, y es
secretada en forma tonica para que pueda ejercer una accion luteolitica sobre el cuerpo

luteo (Lenis et al., 2010). La activacion de receptores en el cuerpo luteo para PGFyq se



da por un aumento en los niveles de la hormona oxitocina, la cual a su vez esta
regulada por las concentraciones de estrogenos. De esta manera, con la lisis del cuerpo
liteo y la eliminacion de la retroalimentacion negativa de progesterona sobre GnRH

hipotalamica, se da inicio a otro ciclo estral.

2.1.2. Ovulacién y fecundacion

La ovulacion en ovejas es un proceso espontaneo que no requiere de copulacion
como en otras especies de ovulacion inducida. En ovejas ocurre alrededor de 24-36 h
después del inicio del estro y en vacas entre 10-11 h después de un periodo de 18 h de
estro. Una hormona crucial para dar inicio a la ovulacién es el estradiol ovérico; dicha
hormona actia a nivel hipotalamo para inducir el pico preovulatorio de LH, lo cual
ocurre entre 5-12 h después de haber iniciado el estro en ovinos (Atuesta y Gonella-
Diaza, 2011). La ovulacion es un proceso complejo al que le anteceden una serie de
eventos como reactivacion del crecimiento folicular, reanudacion de meiosis en el
ovocito, remodelacion de células de la teca y granulosa y ruptura de la pared folicular.

La ovulacién incluye un conjunto de eventos bioquimicos, morfologicos vy
fisiolégicos que producen la liberacion de un évulo maduro a partir del foliculo
preovulatorio del estroma ovérico (Kiener, 2010). Como se ha mencionado, los cambios
en la secrecién endocrina de LH y estradiol marcan la pauta para que se produzca la
ovulacion (Duggavathi y Mulphy, 2009; Forde et al., 2011). De manera que a medida
que el foliculo dominante llega a su madurez, aumenta la secrecion de estrégenos,
logrando producir un “pico” que induce el estro y la aparicion del “pico” de LH, seguido
por la ovulacion (Kiener, 2010; Russel y Robker, 2007).

La LH produce la cascada de eventos que promueven la ruptura folicular y la
liberacion del évulo maduro durante la etapa del estro en ovejas. La ruptura folicular
implica cambios asociados con la formacion del estigma, la degradacion y fisura de la
pared folicular que permiten la liberacion del 6vulo. Para que se lleve a cabo la ruptura
de la pared folicular, respuestas vasculares y celulares son promovidas por citoquinas,
ademas de otros mediadores locales activados por todos los cambios hormonales que
se han mencionado (Kiener, 2010; Kiener, 2010; Russel y Robker, 2007). Estos

mediadores incluyen el sistema activador del plasmindégeno/plasmina (AP), conformado



por enzimas del grupo de las serina-proteasas e integrada por dos activadores y dos
inhibidores, asimismo, las metaloproteasas de matriz extracelular (MMP) y sus
inhibidores (TIMPSs) tienen participacion en la degradacion de la matriz extracelular del
apice de los foliculos maduros, previo a la ruptura (Kiener, 2010; Kiener, 2010; Russel y
Robker, 2007).

El 6vulo liberado del foliculo es captado por la fimbria y transportado al oviducto
para permanecer temporalmente en la ampolla, porcién oviductal donde ocurre la
fecundacion. Paralelamente, en el caso de haber ocurrido una copulacién, los
espermatozoides son transportados desde la vagina hasta la union utero-tubal donde
permanecen hasta la presencia del 6vulo en el oviducto (Caravaca-Rodriguez et al.,
2005). El espermatozoide, tras sufrir un proceso de maduracién o capacitacion durante
su transporte del epididimo a la ampolla, adquiere capacidad de fecundar al 6vulo
(Primakoff y Myles, 2007). Asi, la fecundacion se ha definido como una fase de la
reproduccion sexual en la cual el espermatozoide se une al Ovulo para inicia el
desarrollo de un nuevo individuo (Wassarman et al., 2001; Caravaca-Rodriguez et al.,
2005). La fusion entre los nucleos celulares del 6vulo y el espermatozoide generan una
célula diploide conocida como cigoto (Primakoff y Myles, 2002).

La fecundaciéon no es un proceso sencillo, dado que el espermatozoide para
lograr unirse al évulo debe pasar por una serie de etapas que incluyen la fijacion, la
penetracion y la fusién (Primakoff y Myles, 2002). Inicialmente, el espermatozoide tiene
que hiperactivarse y modificar su acrosoma para garantizar un contacto rapido y firme
con el 6vulo en la regiébn ampular del oviducto (Wassarman et al., 2001). Esto permite
gue el espermatozoide pueda traspasar la primera barrera formada por las células del
cumulo, donde la motilidad y la enzima hialuronidasa espermatica son esenciales.
Posteriormente, el espermatozoide se enfrentard a la segunda barrera llamada zona
peltcida (ZP) con el objeto de llegar al espacio vitelino (Wassarman y Litscher, 2008).
La ZP se encuentra conformada por tres capas formadas por glicoproteinas (ZP1, ZP2
y ZP3), y es atravesada por el espermatozoide porque al contacto con ella se
promueven reacciones enzimaticas que incitan exocitosis y liberacion del contenido
acrosomal (Primakoff y Myles, 2002, 2007; Rubinstein et al., 2006). En seguida se da la

incorporacion del espermatozoide al citoplasma del 6vulo, posiblemente en respuesta a



fertilina, ciritestina y otros componentes enziméticos (Wassarman et al., 2001). El
espermatozoide dentro del évulo libera su material genético para ser fusionado con el
ADN del 6vulo, el cual previamente fue dividido por meiosis (Primakoff y Myles, 2002,
2007; Rubinstein et al., 2006). Posterior a la fusion de un esperma, la propia membrana
en transformacién a cigoto inhibe el potencial de fusién de otras células espermaticas,
esto para evitar poliespermia (Primakoff y Myles, 2007). Una vez que ha ocurrido la
fecundacion inicia la fase gestacional, acompafiado de cambios hormonales y

fisiolégicos maternos a fin de mantener el desarrollo del embridn-feto.

2.1.3. Gestacion

La gestacion es el periodo comprendido entre la fecundacion y la expulsion de un
feto fisiolégicamente maduro y con capacidad para sobrevivir fuera del Utero (Hafez y
Hafez, 2004). En ovinos, el largo de gestacion es de 150 dias en promedio, pero puede
variar segun la raza, edad, género, numero de fetos, alimentacion y otros factores
(Carrillo et al., 1997). En términos generales, se distinguen dos etapas de desarrollo en
la gestacién de cualquier animal de la granja basado en el nivel de formacion del
producto: 1) embrionaria y 2) fetal (Caravaca-Rodriguez et al., 2005). A continuacion se
detalla cada una de las etapas

2.1.3.1. Desarrollo embrionario

El periodo embrionario abarca desde la formacion del cigoto hasta que los
organos Yy tejidos ya estan diferenciados. En ovejas tiene una duracion aproximada de
30 dias, aunque diferentes factores genéticos y ambientales pueden promover una
ligera variacion en el tiempo (Hafez y Hafez, 2004; Ali y Hayder, 2007; Aziz y Lazim,
2012). La formacion de los embriones implica una serie de procesos de division y
diferenciacion celular, seguido de una serie de sefales endocrinas y moleculares para
el reconocimiento materno y la implantacion del mismo en el endometrio uterino.
También en la etapa final de este periodo embrionario, a través de la gastrulacion del
embrién, se comienza la formacion de la placenta y la organogénesis (Caravaca-
Rodriguez et al., 2005).



Posterior a la fecundacion, el cigoto sufre segmentacion por mitosis produciendo
células hijas llamadas blastémeros, las cuales forman la moérula al alcanzar 16
blastomeros. La division celular sigue hasta que la masa de células indiferenciadas
sufre un proceso de compactacion y especializacion celular dando origen al blastocito.
En el blastocisto se diferencian dos grupos de células llamadas trofoectodermo y el
embrioblasto (Rahman et al., 2008). Las células del trofoectodermo se ubican como la
capa mas externa y con la implantacion daran origen a la placenta (Spencer et al.,
2004; Satterfield et al., 2006), mientras que el embrioblasto son las capas de células
mas internas y durante la gastrulaciéon se dividirA en tres capas germinativas
(endodermo, mesodermo y ectoderno) que daran origen a cada uno de los érganos del
embridn (Guillomot et al., 2004; Fletcher y Weber, 2013).

El reconocimiento materno de la gestaciéon y la implantacion son procesos vitales
para garantizar la sobrevivencia y correcto desarrollo embrionario. El reconocimiento
materno en ovinos se inicia entre los dias 8 y 9 post-fecundacion, justamente cuando el
blastocito se encuentra en la luz uterina. El reconocimiento materno de la gestacion
consiste en una cascada de eventos hormonales, endocrinos y fisiolégicos que
envuelve el complejo embrién, cuerpo liteo y endometrio materno para evitar que el
embribn sea rechazado por la madre (Spencer et al., 2004). Por un lado, la
progesterona mantiene un ambiente uterino adecuado para el establecimiento de la
gestaciéon y su mantenimiento (Satterfield et al., 2006). La progesterona inhibe la
secrecion de PGF2a, por lo tanto la destruccion del cuerpo luteo no ocurre. Esto se
logra inhibiendo receptores de estrogenos y de oxitocina (Klein, 2006). Ademas, la
progesterona al unirse con sus receptores en el endometrio activa la produccién de
mucina, y algunos genes que codifican proteinas de adhesién y otras proteinas
requeridas para el crecimiento embrionario (Spencer et al.,, 2004; Satterfield et al.,
2006). Por otra parte, el propio embridon envia una sefal de su presencia a su madre, lo
cual se logra a través de la proteina interferon ovina (0TP-1, bTP-1) producida por el
trofoectodermo del blastocito (Spencer y Bazer, 2004). Estas proteinas establecen la
intercomunicacién embrion-madre, ademas de inhibir la sintesis de receptores
endometriales de oxitocina, lo cual a su vez, impide la produccion tonica de

prostaglandinas y la lutedlisis, lograndose de este modo, la produccion permanente de



progesterona por el cuerpo liteo y el mantenimiento de la gestacion (Satterfield et al.,
2006; Klein, 2006; Song et al., 2007). Cabe destacar, que la secrecion de interferon se
inicia alrededor del dia 10 de gestacién, alcanzando un pico entre los dias 14 y 16, y
culminando al dia 21 (Song et al., 2007), siendo la elongacién un proceso fundamental
para su secrecion (Spencer y Bazer, 2004; Spencer et al., 2004; Song et al., 2007).
Aunado a la elongacién, el contacto entre el trofoectodermo y el epitelio endometrial
materno permite que el trofoblasto se fije al epitelio del lumen uterino, dando de esta
manera el inicio de la implantacion embrionaria (Spencer et al., 2004). En general, el
reconocimiento materno de la gestacion e la implantacion culminan al d 16 de
gestacion, momento en que se inicia la fijacién y formacién de la placenta (Spencer et
al., 2004; Satterfield et al., 2006), asi mismo se inicia la gastrulacién y posterior
organogénesis. La placenta es el 6rgano que proveera nutrientes, oxigeno y agua al
feto (Mellor, 1983). Cabe destacar que previo al contacto del trofoectodermo y el epitelio
uterino, el vitelo y algunas secreciones uterinas son utilizadas como nutrientes para las

divisiones y el crecimiento celular embrionario (Caravaca-Rodriguez et al., 2005).

2.1.3.2. Desarrollo fetal

Los 6rganos y sistemas se forman durante el periodo de organogénesis. Una vez
culminado este proceso y que las estructuras corporales comienzan a crecer, el
embrién toma el nombre de feto. Cabe mencionar que durante este periodo de
transicion no se puede diferenciar el feto del embrién, ya que no existe ningin hecho
que los separe netamente, aunque el feto ya se asemeja a la forma adulta de su
especie (Caravaca-Rodriguez et al., 2005).

La trayectoria del crecimiento fetal varia con el momento de la gestacién. De tal
manera que durante los primeros dos tercio de gestacion el crecimiento fetal alcanza
solo el 20%, y durante el ultimo tercio se da el 80% restante (King, 2002). Lo anterior se
debe a que en el primer tercio de gestacion lo primordial es el establecimiento
placentario y el escaso sustrato nutricional circulante dificilmente podria soportar un
rapido crecimiento fetal (Osgerby et al., 2004; Gootwine et al., 2007). Sin embargo, la
placenta en el ultimo tercio ya es completamente funcional para proveer mayor cantidad

de nutrientes al feto y soportar un crecimiento fetal acelerado (Freetly y Leymaster,
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2004; Gursel et al., 2010), siendo glucosa el principal nutriente que facilita la energia
necesaria para soportar tanto el metabolismo fetal como el materno en la gestacion
(Mellor y Murray, 1985; Osgerby et al., 2002).

La nutricion fetal es clave en el desarrollo gestacional, y los nutrientes
(carbohidratos, lipidos y amino&cidos) que utiliza el feto provienen de la circulacion
maternal o pueden ser sintetizados internamente conforme los 6rganos van adquiriendo
madurez fisiologica (Brett et al., 2014). En general, el transporte de nutrientes y
metabolitos de la circulacion materna al feto es a través de la placenta mediante
difusion pasiva, facilitada y transporte activo (Hafez y Hafez, 2004, Brett et al., 2014). La
difusion facilitada responde a los gradientes de concentracion de ambos lados de la
placenta. En cambio, el transporte activo depende de la expresién de proteinas
transportadoras especificas. Cabe destacar que la difusidon pasiva depende del area de
intercambio, el flujo sanguineo y tamafio de la molécula, siendo el flujo sanguineo utero
placentario el factor mas importante (Mellor, 1983). Por difusion pasiva se transporta
oxigeno, diéxido de carbono y urea, asi mismo cloro, sodio, potasio, yodo, hierro y
fosforo (Shennan y Boyd, 1987).

La glucosa materna, nutriente esencial para el feto, es transferida por transporte
activo a la placenta usando el transportador GLUT-3 y de la placenta a la circulacion
fetal por el transportador GLUT-1 (Baumann et al., 2002). También la glucosa materna
puede ser transportada al feto a través de difusion facilitada (Hay y Meznarich, 1989).
Ademas, el higado y los rifiones del feto sintetizan pequefias cantidades de glucosa a
partir de aminoacidos gluconeogénicos (Wu et al., 2012). La glucosa es fuente de
energia en forma de ATP para las células rojas y proporciona NADPH a través del ciclo
de las pentosas (Wu et al., 2012).

Los lipidos son parte importante en la nutricion y metabolismo fetal,
particularmente a nivel de higado, musculo esquelético y corazon donde los lipidos son
usados como combustible metabdlico. Aunque cabe mencionar que los acidos grasos
de cadena larga son de gran importancia en el metabolismo celular del feto y desarrollo
de 6rganos (Wu et al., 2012). Mientras que la mayoria de acidos grasos de cadena
larga cruzan la barrera placentaria, algunos pueden sintetizarse a partir del Acetil-CoA
producto de la oxidacién de la glucosa en el feto (Wu et al., 2006). El tejido fetal es
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capaz de sintetizar el acido oleico (w9), el cual pertenece a la familia de los &cidos
grasos poliinsaturados (PUFA). Sin embargo, no puede sintetizar los acidos linoleico
(w6) y a-linoleico (w3), también &cidos grasos de cadena larga pertenecientes a las
PUFA's (Wang et al, 2012). Los acidos grasos w6 y w3 confieren fluidez,
permeabilidad y conformacién a la membrana celular dentro del feto (Wu et al., 2012).
Ademas, son precursores de componentes bioactivos como las prostaglandinas (Wang
et a., 2012), factor que resulta ser un vasodilatador para la circulacion pulmonar
(D’cunha y Sankaran, 2001). Otra PUFA con importante relevancia en el desarrollo fetal
es el acido decosahexaenoico (DHA), el cual modula la apropiada mielinizacion
neuronal y la diferenciacion de las células madre neurales a neuronas, asi como
también promueve el desarrollo del cerebro, nervios, fotorreceptores de la retina y el
sistema inmunolégico en el feto (Wu et al., 2012). Cabe destacar que las PUFA’s,
particularmente el acido araquidénico, el DHA y sus precursores (w6 y w3) son
esenciales para el 6ptimo desarrollo sensorial de diferentes érganos en el feto
(Valenzuela y Nieto, 2001; Capper et al., 2005).

Otro nutriente importante son los aminoacidos, que ademas de ser la materia
prima para la formacion de proteinas, son utilizados para la formacion de moléculas
fisiolégicamente importantes, incluyendo hormonas, neurotransmisores, creatina,
glutation y poliaminas (Wu et al., 2009). Los aminoacidos a través de mdltiples vias de
sefalizacion celular, regulan el metabolismo, el crecimiento y el desarrollo en el feto
(Wu et al., 2012). Los transportadores de aminoacidos incluyen L-alanina, L-prolina, L-
glicina, L-serina (Sistema A), L-taurina (TAUT), L-lisina (y+ e y+L) y L-leucina (L e y+L),
asi como, los intercambiadores de Na+/H+, la bomba Na+/K+ ATPasa y la enzima
lipasa de lipoproteinas (Regnaul et al., 2005; Brett et al., 2014).

Hasta hace algunos afios, la mayoria de estudios indicaban que las alteraciones
nutricionales tenian un mayor impacto en el dltimo tercio de gestacion, dado que era
cuando se presentaba el crecimiento exponencial de los fetos, y por consecuencia, las
demandas nutricionales incrementaban (Oliver et al., 2005; Bloomfield et al., 2006). Sin
embargo, en afios recientes, se ha manifestado que la nutricion materna durante el
periodo periconcepcional o gestacion temprana no es menos importante que la nutricion

otorgada a ovejas durante el ultimo tercio de gestacion (Bloomfield, 2011; Mossa et al.,
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2015; Velazquez, 2015). Esto contradice lo indicado por Bell (1995), quien reporté que
debido al bajo desarrollo fetal registrado en los primeros dos tercios de gestacion
(20%), el impacto de una nutricion inadecuada en estas etapas de la gestacion tenia
poca relevancia. La inadecuada alimentacidn pre-concepcion y primer tercio de
gestacion puede provocar problemas de alteraciones epigenéticas, y en general, de
programacion fetal. Por lo tanto, los fetos productos de ovejas sujetas a una
alimentacion inadecuada en la periconcepcion o gestacion temprana, son
fisiolégicamente susceptibles a los cambios no programados, lo cual afecta su potencial
biolégico en la gestacion tardia, o en su misma vida postnatal (Oliver et al., 2005;
Rumball et al., 2009).

2.2. Comportamiento reproductivo en ovinos de pelo
2.2.1. Generalidades

Las razas ovinas de pelo en el mundo descienden de cruzamientos entre razas
originarias del continente Africano (Avendafio-Reyes et al., 2004; Hinojosa-Cuellar,
2011). En el continente de Ameérica, los ovinos de pelo se encuentra distribuidos
practicamente en todas las regiones, no obstante, la mayor poblacion de estos ovinos
se ubica en las regiones tropicales (Wildeous, 1997; Catunda et al., 2013; Hinojosa-
Cuellar et al., 2015). En México, las razas ovinas de pelo que predominan son Pelibuey,
Blackbelly, Katahdin y Dorper (Hinojosa-Cuellar et al., 2015; Sanchez-Davila et al.,
2015), ademas de un grupo de ovinos de pelo denominados como criollos (Arroyo et al.,
2016). En los Estados Unidos predominan las razas Santa Cruz, Katahdin, Blackbelly,
Dorper Blanco y Dorper Cabeza Negra (Wildeous, 1997). En otras regiones como el
Caribe y Sudamérica prevalecen las razas West African, Persa Cabeza Negra, Morada
Nova y Santa Inés, principalmente (Cambellas, 1993; Catunda et al., 2013).

Actualmente, se considera que entre el 60 y 70% de la poblaciéon ovina
prevaleciente en regiones tropicales, aridas y semiaridas, es de raza o cruzas de pelo
(Catunda et al., 2013). Esta tendencia obedece a la habilidad que tienen los ovinos de
pelo para adaptarse a climas extremos y a escasez de forraje, asi como por ser
resistentes a parasitos y aprovechar esquilmos agricolas en forma eficiente (Avendafio-

Reyes et al., 2004). Adicionalmente, se caracterizan por tener alta habilidad materna y
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rusticidad, lo cual les permite procrearse y sobrevivir en condiciones de pastoreo
extensivo como en sistemas tecnificados (Avendafio-Reyes et al., 2004, Macias-Cruz et
al., 2012). Una caracteristica que posiblemente ha sido la mas transcendental para que
los ovinocultores comenzaran a sustituir parcialmente las razas de lana por raza de
pelo, ha sido la capacidad de estas ultimas reproducirse practicamente todo el afio.

Los ovinos de pelo han mostrado reducida estacionalidad reproductiva, inclusive
en algunas ovejas el anestro estacional es nulo, al menos a una latitud norte <35°
(Gastelum-Delgado et al.,, 2015; Macias-Cruz et al., 2015). Lo anterior se ha
demostrado ampliamente en diversos estudios, donde los investigadores evaluaron la
actividad estral, folicular y ovulatoria en ovinos de raza Pelibuey durante la época de
anestro o a través del afio bajo diferentes latitudes y climas del territorio Mexicano
(Valencia et al., 2006; Rodriguez et al., 2007; Gastelum-Delgado et al., 2015; Macias-
Cruz et al., 2015; Arroyo et al., 2016). Esos estudios reportaron una reduccion (20 y
40%) en el porcentaje de ovejas Pelibuey en estro y ovulando entre los meses de
febrero a mayo. Otras particularidades reproductivas observadas en estas ovejas de
pelo, es que existia un grupo de ovejas con ciclos estrales continuos a través del afo, y
aquellas que presentaban anestro, éste no duraba mas halld de dos meses (Arroyo et
al., 2007; Gastelum-Delgado et al., 2015).

Si bien, la estacionalidad reproductiva en ovinos de pelo no es muy marcada,
existe una disminucion en algunos pardmetros reproductivos cuando las montas
ocurren fuera de la época reproductiva natural (Burke, 2005; Gonzéalez-Godinez et al.,
2014). En particular, la fertilidad y la prolificidad disminuyen cuando las montas ocurren
en la época de baja actividad reproductiva (Martinez-Rogero et al., 2011; Gonzalez-
Godinez et al., 2014). Esto explica parcialmente la alta variacion que existe en los
pardmetros reproductivos dentro de una misma raza. A pesar que los parametros
reproductivos tienden a disminuir en ciertas épocas del afo, lo interesante de este
grupo de ovinos es su capacidad de reproducirse en todo el afio, teniendo partos en
diferentes épocas y bajo distintas condiciones climéaticas (Gonzéalez-Gardufio et al.,
2010; Hinojosa-Cuellar y Oliva-Hernandez, 2009). Cabe remarcar que, en algunos
casos particulares, la raza Pelibuey ha mostrado altos porcentajes de pariciones aun

cuando las montas se han realizado en primavera-verano u otofio-invierno (Macedo y
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Alvarado, 2005). En este sentido, bajo esquemas adecuados de reproduccion se puede
producir corderos durante todo el afio usando ovejas de pelo.

2.2.2. Parametros reproductivos

Con el objetivo de producir corderos para abasto, en México los ovinos de pelo
han mostrado capacidad de generar una produccion relativamente constante de carne a
través del afio (Macias-Cruz et al., 2012). Lo anterior es el reflejo del potencial biolégico
de este grupo racial, alta habilidad de la oveja para quedar gestante y, ademas el
namero de crias que logran gestar exitosamente hasta el parto es considerablemente
alto en comparacion con los ovinos de lana (Notter, 2000; Burke, 2005; Wildeous,
2005). Algunos de los parametros utilizados para evaluar la eficiencia reproductiva en la
oveja son: porcentaje de gestacion, fertilidad, prolificidad, fecundidad, y porcentaje de
partos simples y dobles. El porcentaje de gestacion para ovinos de pelo en condiciones
extensivas es aproximadamente 85%, pero pueden llegar a tener valores de 80 a 90%
(Cambellas, 1993, Gavojdian et al., 2015). En la fertilidad, algunos estudios indican
valores entre 80 y 85% (Wildeous et al., 1997; Gonzalez-Gardufio et al., 2010).

Aunado a lo anterior, los ovinos de pelo tienen una prolificidad elevada. Su
promedio de prolificidad es de 1.6 crias por oveja parida, aunque esta caracteristica
presenta mucha variacién, tomando valores de 1.15 a 2.12 (Notter, 2000, Avendafio-
Reyes et al., 2004, Macias-Cruz et al., 2009, Wildeous et al., 2012, Magafa-Monforte et
al., 2013, Gonzéalez-Godinez et al., 2014, Hinojosa-Cuellar et al., 2015). Cabe destacar
que los ovinos de pelo presentan alto (>60%) porcentaje de partos gemelares
(Combellas, 1980; Cambellas, 1993). Asimismo, se ha reportado un valor alto (>90%)
en fecundidad (Gonzales-Gardufio et al., 2010, Gonzalez-Godinez et al.,, 2014). La
productividad de la oveja de pelo al parto es excelente, por lo que si el objetivo es
producir corderos, este grupo racial es idoneo para la ganaderia ovina.

Cabe destacar que la eficiencia reproductiva y productiva de la oveja es mediada
por distintos factores entre las cuales los genéticos, ambientales y nutricionales resultan
ser los mas relevantes. Por ejemplo, las razas Dorper productora de carne presenta una
prolificidad de 1.2 a 1.4 corderos por parto (Gonzalez-Godinez et al., 2014; Gavojdian et

al., 2015), mientras que las razas Katahdin, Pelibuey o Santa Cruz, razas que tienen
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elevada habilidad materna presentan una prolificidad entre 1.6 y 2.1 (Segura-Correa et
al., 1996; Andrade-Montoya, 2010, Sanchez-Davila et al., 2015). Entre los factores
ambientales, las altas temperaturas tipicas de la primavera-verano, promueven
menores tasas de ovulacion e incrementan las muertes embrionarias a consecuencia
del estrés por calor y contribuyeron a disminuir la prolificidad, la fecundidad y los
porcentajes de prefiez en razas Dorper y Katahdin (Burke, 2005). Aunado a ello, el
factor nutricional puede ocasionar problemas metabdlicos, y consecuentemente fallas

reproductivas en ovejas de pelo, no obstante la informacion es escasa al respecto.

2.2.3. Sincronizacion del estro

A pesar que los ovinos de pelo muestran relativamente mejores parametros
reproductivos que los ovinos productores de lana, el uso de la biotecnologia
reproductiva se ha convertido en una estrategia productiva para incrementar la
productividad de los rebafios, asi como para realizar mejoramiento genético a través de
la incorporacién de semen o embriones de individuos de mayor potencial genético
(Avendafno-Reyes et al., 2007; Alexander et al., 2010; Macias-Cruz et al., 2012). Los
protocolos de sincronizacion del estro han sido la herramienta reproductiva con mas
popularidad entre los ovinocultores para incrementar la fertilidad y prolificidad de las
ovejas de pelo. Ademas, que ha permitido a los productores agrupar las épocas de
parto cuando las condiciones ambientales y nutricionales son las mas adecuadas
(Abecia et al., 2011; Santos et al., 2011). También, a través de los protocolos de
sincronizacion se ha podido realizar una programacion de las actividades de manejo del
rebafio y atencion de partos.

El protocolo de sincronizacion de estro mas empleado en ovinos consiste en un
tratamiento hormonal combinando progestdgenos con PMSG. Un dispositivo
impregnado de progesterona es colocado intravaginalmente por 10 o 12 dias, y 24 h o
al momento del retiro del dispositivo, se aplica intramuscular 400 Ul de PMSG (Godfrey
et al., 1999; Wildeus, 2000; Abecia et al., 2011). Sin embargo, en afios recientes este
protocolo ha sufrido algunas modificaciones, tales como menor tiempo del dispositivo
(Vifioles et al.,, 2001; Menchaca y Rubianes 2007) o dosis mas bajas de PMSG
(Macias-Cruz et al., 2013). El progestageno ayuda a extender la fase Iutea del ciclo
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estral para garantizar que aguellas ovejas que no estan en fase Iutea tengan el tiempo
suficiente para alcanzarla, de tal manera que al finalizar el protocolo todas las ovejas
estan en fase lutea aparente. La PMSG es una hormona que favorece el desarrollo
folicular y una mayor tasa ovulatoria, a través de actuar principalmente como FSH y en
segundo término como LH (Wildeus, 2000).

A continuacion se describen algunos resultados de estudios donde ovejas de
pelo han sido tratadas con protocolos de sincronizacion de estro con progestagenos y
PMSG. En ovejas Pelibuey sincronizadas con esponjas impregnadas con
progestagenos y 500 Ul de PMSG bajo condiciones de estrés calérico, Avendafio-
Reyes et al. (2007) reportaron 100% de ovejas en estro con una prolificidad de 2.5 crias
por ovejas paridas, sin embargo, la fertilidad fue baja (55%). En ese estudio se
observaron diferencias en fertilidad y prolificidad debido a raza de semental, se
recomendo empadrar con machos Dorper (65% de fertilidad y 2.6 crias/oveja parida) y
no con machos Pelibuey y Katahdin. Aunque en un estudio realizado por Macias-Cruz
et al. (2009) no encontraron diferencias en respuesta a estro (100%), fertilidad (88%),
fecundidad (186%), prolificidad (2.1 crias/oveja parida) y porcentajes de partos multiples
(88%) y sencillos (22%) por efecto de raza de semental en ovejas Pelibuey
sincronizadas con progestagenos y 300 Ul de PMSG en condiciones termonelutrales.
Macias-Cruz et al. (2012) encontraron 90% de fertilidad y 2.0 crias/oveja parida en
ovejas Pelibuey sincronizadas con progestagenos y 250 Ul de PMSG 48 h antes del
retiro. En otro estudio donde probaron cuatro dosis (0, 100, 200 y 400 Ul) y tres tiempos
(0, 24 y 48 h antes de remover la esponja) de aplicacion de PMSG usando ovejas
Pelibuey y Blackbelly, se observé que la dosis de PMSG tuvo un efecto directo sobre la
concentracion del estro, tasa de ovulacion, fertilidad, prolificidad y fecundidad; mientras
que tiempo de aplicacion de PMSG en relacién al retiro de la esponja resultd ser
importante sobre el grado de sincronizacion de estro (Quintero-Elisea et al., 2011). En
ese estudio concluyeron que una dosis de 400 Ul de PMSG aplicada 24 h antes del
retiro de la esponja era el mejor protocolo a seguir para obtener un mejor estro
sincronizado, con una mayor tasa de concepcion y cantidad de crias nacidas por oveja
parida. Recientemente, Gonzalez-Reyna et al. (2014) informaron que la dosis de PMSG
y la raza de la hembra jugaban un rol importante en el éxito del protocolo de
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sincronizacion en ovinos de raza de pelo, pero no la condicion corporal o la edad de la
oveja. En general, los resultados de estos estudios demuestran que en ovejas de raza
de pelo, los resultados de la eficiencia de un protocolo de sincronizacion medido en
base a los parametros reproductivos puede variar debido a cuestiones intrinsecas del
protocolo, asi como por la raza y las condiciones ambientales.

El aspecto nutricional también ha sido relacionado con variaciones en el éxito de
los protocolos de sincronizacion de estro, aungque en ovejas de pelo no se ha evaluado
hasta el momento. En ovejas de razas de lana, algunos estudios demostraron que la
subalimentacion o sobrealimentacion alrededor de la monta puede alterar el desarrollo
folicular y la sintesis de estrogenos, lo cual se refleja en ausencia de estro o presencia
de estros muy cortos anovulatorios (Sosa et al., 2010; Sejian et al., 2010b). También se
ha documentado ampliamente que la desnutricion estimula, mientras que la
sobrealimentacion reduce la cantidad de progesterona circulante en sangre (Lozano et
al., 1998), lo que se atribuye a un incorrecto funcionamiento del tejido hepatico para
degradar las hormonas esteroidales (Boland et al., 2001). También se ha encontrado
que la cantidad de receptores endometriales para progesterona disminuyen con la
desnutricion de la oveja (Sosa et al., 2006). Esta alteracion en los niveles circulante de
progesterona y receptores endometriales promueven cambios en el desarrollo del
embrién y ambiente uterino que pueden llevar a la muerte embrionaria temprana
(Spencer et al., 2004). Asi, el éxito de los protocolos de sincronizacion de estro basado
en progestagenos y PMSG puede verse mermados, desde la respuesta a estro hasta la
fertilidad y prolificidad.

2.3. Reproduccion y balance energético

La reproduccion animal responde a sefiales ambientales para su modulacién,
siendo las principales el fotoperiodo, la nutricion y la interaccién social entre los
animales (Scaramuzzi y Martin, 2008). El estado nutricional juega un rol clave para que
un animal pueda lograr sincronizar todos los eventos reproductivos en tiempo y forma,
lo cual permite una correcta capacidad reproductiva de machos y hembras. Una
alimentacion inadecuada puede llevar al animal a realizar ajustes fisioldgicos,

metabolicos y endocrinoldgicos para alcanzar una homeostasis bajo un nuevo
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escenario nutricional, sin embargo, todos estos ajustes no necesariamente van de
acuerdo para también mantener un funcionamiento correcto en la reproduccion. Asi, la
nutricion controla eventos reproductivos que van desde pubertad hasta produccion de
gametos, incluyendo el término programacion fetal, gestacion y lactancia (Martin et al.,
2004).

La via principal a través de la cual la nutricion modula el comportamiento
reproductivo en los animales es el balance energético (Scaramuzzi et al., 2006).
Considerando que la reproduccion es un evento secundario en la mayoria de los
animales, dependiendo del estado del balance energético sera el tipo de sefales
neurales, metabdlicas y endocrinas enviadas a los centros hipotalamicos, y en
consecuencia se reflejard en la activacion o desactivacion del sistema reproductivo
(Keisler y Lucy, 1996). El balance energético positivo se presenta cuando los
requerimiento nutricionales son cubiertos adecuadamente, permitiéndole al animal
enviar los ligeros excesos de energia a las reserva corporales (glicogeno, triglicéridos) o
bien, disiparlas en forma de calor metabdlico. El balance energético negativo se
presenta cuando los requerimientos nutricionales de los animales exceden a la cantidad
de nutrientes consumidos, de tal manera que para cubrir sus necesidades energéticas,
el animal se ve obligado a movilizar las reservas corporales (Scaramuzzi et al., 2006).

En animales donde el balance energético es adecuado, la homeostasis y el
correcto funcionamiento reproductivo se alcanza a través de una interaccién armonica
entre el cerebro, el centro del apetito, los centros neuroendocrinos situados en la base
del cerebro (hipotdlamo, hipofisis, pineal y otros) y los tejidos de células blanco
(Scaramuzzi et al., 2006). Asi, una nutricibn equilibrada permite que las
concentraciones de hormonas reproductivas (LH, FSH, estradiol y progesterona),
hormonas metabdlicas (leptina, insulina), factores de crecimiento (GH e IGF-1) y
metabolitos sanguineos (glucosa, triglicéridos y colesterol) se conserven en rangos
adecuados, y estos a su vez, favorezcan su intervencion estable en los procesos
reproductivos, tales como gametogénesis, sobrevivencia embrionaria, desarrollo
placentario y fetal, programacion fetal, produccién de calostro y leche y desarrollo

prepuberal (Martin et al., 2004; Gonzalez-Bulnes et al., 2011).
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En el caso de animales con balance energético negativo se hace evidente la baja
cantidad de grasa de cobertura y la presencia de huesos muy prominentes, lo cual es
producto de la movilizacion de las reservas corporales (Russel et al., 1969; Landau y
Molle, 1997; NRC, 2007). Esto se logra a través de adaptaciones metabolicas para
cubrir las deficiencias nutricionales de las reservas del cuerpo. En primera instancia, se
movilizan las reservas de grasa (colesterol, triglicéridos) y, en casos de restriccién
alimenticia prolongada, también el tejido muscular (McDonald y Greenhalgh, 1999).
Consecuentemente, animales con balance energético negativo presentan pérdidas de
peso vivo y condicidn corporal como reflejo de la movilizacién de grasa corporal y masa
muscular (Scaramuzzi et al., 2006, Sejian et al., 2010b, Robertson et al., 2015). A nivel
metabdlico se observan condiciones de hipoinsulinemia, hipoglucemia, y elevados
niveles de B-Hidroxibutirato (BOH) y de acidos grasos no esterificados (Harmeyer y
Schlumbohm, 2006; Scaramuzzi et al., 2006).

Por otra parte, mas que la evaluacién del peso vivo del animal, la condicién
corporal resulta ser un mejor parametro a medir para determinar el estado corporal del
animal y, por consecuencia, el balance energético en que se encuentra (Russel et al.,
2006). La condicion corporal ha sido ampliamente relacionada con las tasas de
ovulacion, fertilidad, prolificidad y con los pesos de las crias al nacimiento (Abecia et al.,
2006b; Sejian et al., 2010a). Lo anterior se debe a que dicho parametro se relaciona
directamente con el estado energético o nutricional de los animales, de tal manera que
la condicion corporal es una forma practica de visualizar o estimar el estado metabdlico
de los animales (Landau y Molle, 1997). Una forma de determinar la condicién corporal
es a través de una técnica subjetiva propuesta por Russel et al. (1969), donde a través
de palpacion de la region lumbar y la grupa, ya sea con una o con ambas manos, se
establece una aproximacion de la cantidad de musculo y grasa subcutanea entre las
vértebras. La escala de medicién es de 1, 2, 3, 4 y 5 para animales muy flacos,
ligeramente flacos, en buena condicion, ligeramente gordos y gordos, respectivamente.

Conocer el estado nutricional en las ovejas resulta importante, dado que el costo
energético para la reproduccién es alto. Particularmente, en las ovejas que, ademas de
producir los gametos, entran a un estado gestacional donde la demanda de nutrientes

para desarrollo embrionario-fetal, sintesis de calostro y labor de parto es considerable
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(Martin et al., 2004). Ademas, la produccion de leche en el periodo postparto es

sumamente demandante de energia y de otros nutrientes.

2.4. Restriccion nutricional periconcepcional
2.4.1. Efectos en la actividad estral

Algunos estudios han indicado que un inadecuado consumo de energia antes de
la monta afecta la ganancia de peso en las ovejas, lo cual en turno, retrasa el inicio de
aparicion del estro y reduce el porcentaje de estro (Mani et al., 1992; Koyuncu y
Canbolat, 2009; Navqui et al., 2013). Contrariamente, otros estudios reportan que la
restriccién de nutrientes antes la monta incrementa el porcentaje de estro, pero reduce
su duracién (Sejian et al., 2012, 2014). En forma similar, Aké-Lopez et al. (2013)
reportaron que ovejas Pelibuey con baja condicién corporal redujeron la duracion del
estro, lo cual redujo la posibilidad de ser detectadas en celo y servidas por el macho. En
este Ultimo estudio también encontraron que la funcionalidad del cuerpo Iuteo fue menor
en ovejas con condicion corporal baja. En contraste, otros estudios sugieren que la
desnutricién antes de la monta no afecta el inicio del estro, ni la tasa de ovulacion (Sosa
et al., 2010). Sin embargo, los efectos de la restriccion nutricional sobre la conducta de
estro pueden ser dependientes de la duracion e intensidad de la restriccién nutricional.

Las alteraciones en conducta de estro en ovejas desnutridas se deben a una
baja sintesis de estradiol 17- como consecuencia de fallas en el proceso de
foliculogénesis (Kiyma et al., 2004; Sejian et al., 2014). Cuando una oveja se encuentra
en balance energético negativo, el eje reproductivo se altera a nivel hipotalamo-
hipdfisis, disminuyendo o suprimiendo los pulsos de GnRH (Scaramuzzi et al., 2006).
Asi, la restriccion energética suprime el incremento de la secrecion pulsatil de FSH y
LH, hormonas necesaria para el crecimiento del foliculo al estado preovulatorio (Landau
y Molle, 1997). Por lo tanto, la disminucion en el crecimiento de foliculos, asi como en la
cantidad de células de la granulosa que tienen los foliculos dominantes por efecto de la
desnutricién, explican la menor sintesis de estrégenos, hormona encargada de
estimular la presencia de los signos de estro y el pico pre-ovulatorio de LH para la

ovulacion (Makey et al., 1999).
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Kiyma et al. (2004) reporté que la reducciéon en la concentracion de estrogenos
es el resultado de una foliculogénesis disminuida en respuesta a una supresion de
concentracion de gonadotropinas. De tal manera que, cuando los niveles de
gonadotropinas no son los adecuados, existen fallas en la foliculogénesis, y por ende,
en la produccion de estradiol y la presencia del estro. Ademas, la desnutricién reduce la
secrecion de hormonas metabdlicas como leptina, la cual afecta la maduracion folicular

y ovulacion (Scaramuzzi et al., 2006).

2.4.2. Efectos en el desarrollo embrionario

La nutricion materna durante la gestacion tiene importantes implicaciones
metabdlicas en la madre, las cuales pueden comprometer el desarrollo embrionario y
fetal, asi como su bienestar durante y después del periodo gestacional. Las alteraciones
en las etapas de desarrollo embrionario temprano resultan muy especificas vy
desencadenan baja productividad después del parto (Rosiles et al., 1995). La restriccion
nutricional puede modificar concentraciones de progesterona y estradiol circulantes a
nivel periférico y endometrial, afectando tanto el reconocimiento materno como la
implantacion (Rhind et al., 1989). Ademas, sefiales metabdlicas y hormonales pueden
ser modificadas e influir sobre el desarrollo embrionario temprano, afectando la
programacion fetal (Pisani et al., 2008).

Algunos estudios indican que las concentraciones de progesterona y estradiol
disminuyen en el endometrio pero incrementan a nivel periférico (Abecia et al., 2006a,
Sosa et al., 2006). La mayor cantidad de progesterona y estradiol en sangre periférica
se relaciona con un flujo sanguineo bajo en higado, lugar donde se degradan las
hormonas esteroidales (Parr et al., 1993). De hecho, se ha documento que existe una
relacion inversa entre consumo de alimento y niveles circulantes de estas hormonas
esteroideas en la sangre (Lozano et al., 1998). También, Boland et al. (2001)
mencionan que las hormonas esteroidales se almacenan selectivamente en el tejido
graso, de tal manera que cuando hay movilizacion de reservas corporales, las
concentraciones de estas hormonas tienden a aumentar.

Por otra parte, la expresion de receptores endometriales para progesterona y
estradiol es reducida en ovejas subalimentadas en el periodo alrededor de la
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concepcion (Sosa et al.,, 2006). Asi, las alteraciones en las concentraciones de
hormonas esteroidales en combinaciébn con la baja expresibn de receptores
endometriales para ellas, se ha ligado a cambios en el ambiente uterino que no son
apropiados para un adecuado desarrollo embrionario. En Gtero de ovejas desnutridas
se ha reportado baja expresion de proteinas de adhesion y factores de crecimiento, las
cuales juegan un papel importante en la implantacién embrionaria (Lawson y Cahill,
1983; Rhind et al., 1989; Wu et al.,, 2006). Cabe destacar que para que ocurra el
reconocimiento materno, del embrion, este envia una sefial de su presencia al
endometrio, pero en condiciones de restriccion nutricional, dicha sefial (interferén ovis)
se suprime, reduciendo la sobrevivencia embrionaria (Abecia et al., 2006a). Asi, todos
estos eventos ocasionan fallas en el establecimiento de gestacion (Sosa et al., 2006).

En un estudio en el cual se restringié nutricionalmente a un grupo de ovejas por
dos semanas antes de la concepcion mientras que otro grupo se mantuvo como testigo,
se observo una reducida tasa ovulatoria y desarrollo embrionario deficiente, debido a la
falta de nutrientes (Rhind et al., 1989). Rumball et al. (2008) reportaron que los efectos
negativos sobre el desarrollo embrionario por efecto de desnutricion se debian,
posiblemente, a alteraciones endocrinas y metabdlicas vinculadas con la expresion de
genes durante el periodo de la implantacidon. La restriccion de energia promueve
cambios en los niveles de ARNm, tanto en el ovocito como en las células adyacentes
(Pisani et al., 2008). Ademas, reduce la expresién de algunos genes relacionados con
la actividad metabdlica del ovocito, tales como los genes SLC2A3 y Na'/K* ATPasa, los
cuales son transportadores de glucosa (Pisani et al., 2008). Si la glucosa es deficiente,
se puede comprometer la habilidad del ovocito para alcanzar la metafase Il y expulsion
del primer cuerpo polar. Por otro lado, la restriccion del consumo de alimento induce
una reduccion del transportador Na'/K* ATPasa, complejo encargado del transporte de
glicidos y aminoéacidos a la célula (Augustin et al., 2001). En ausencia de este
transportador se inhibe la competencia del ovocito, ademas de afectar la formacion de
los blastocitos (Leoni et al., 2007).

Cabe destacar que la restriccidn nutricional alrededor de la concepcién puede
originar alteraciones en la expresion de genes y modificaciones en la secuenciacion de

los mismos. Durante el desarrollo embrionario temprano, particularmente entre el
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estado de cigoto a moérula, existe una alta reprogramacion epigenética del genoma, en
el cual se incluyen tanto pérdidas como metilacién del ADN, asi como modificaciones

en las histonas (Bloomfield et al., 2015).

2.4.3. Efectos en el desarrollo fetal y vida postnatal

La restriccion de nutrientes durante la prefiez induce reduccion en los niveles
plasmaticos de glucosa, metabolito que en ovejas gestantes es el principal factor
predisponente del retardo en el crecimiento fetal (Bell y Bauman, 1997). Esto
considerando que la glucosa es el aporte de energia mas importante para el desarrollo
fetal. Ademas, la disminucion de glucosa en plasma sanguineo implica otras
alteraciones metabolicas como cambios en concentraciones de factores de crecimiento
insulinico (IGF, Gallaher et al., 1998).

El IGF-1 es una hormona metabdlica que disminuye en la circulacién utero-
placentaria en respuesta a la reduccion de glucosa (Gallaher et al., 1998). La
disminucion del IGF-1 reduce el suministro de nutrientes Utero-fetales, ademas de
provocar cambios en el metabolismo fetal (Osgerby et al., 2002). Asi, se ha reportado
que la trayectoria del crecimiento fetal puede modificarse por alterar los sistemas de
hormona del crecimiento-IGF-1 y glucosa-insulina como resultado de la restriccion
nutricional en la gestacion temprana (Bloomfield et al., 2006). Mufioz et al. (2008)
reportaron que la subalimentacion al 40% de los requerimientos nutricionales durante
los primeros 39 dias después del servicio, redujo el diametro craneal y abdominal de los
corderos al dia 57 de prefiez. Por otro lado, se ha encontrado que la restriccion de
nutrientes alrededor de la concepcion puede afectar el desarrollo de la placenta,
incrementando la vascularidad en los cotiledones (Osgerby et al., 2003, 2004). Sin
embargo, dichas modificaciones no son suficientes para evitar la disminucion del peso
al nacimiento de los corderos (Reynolds y Redmer, 2001).

Cabe destacar que los corderos nacidos de ovejas que fueron nutricionalmente
restringidas en alguna etapa de su gestacion tienen bajo instinto de sobrevivencia, lenta
tasa de crecimiento pre-destete, incapacidad para regular su temperatura corporal y
afectaciones neurolégicas (Wu et al., 2006). ElI panorama de restriccion nutricional
alrededor de la concepcion puede volverse critico en una gestacion multifetal (Caton y
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Hess, 2010). Esto debido a que, naturalmente, la suministracion de nutrientes por feto
se reduce conforme el tamafio de camada incrementa, lo cual puede condicionar el
crecimiento fetal y, por lo tanto, los pesos al nacimiento (Gardner et al., 2007). Algunos
estudios reportan que la restriccion nutricional en la gestacion temprana fue mas
perjudicial para gestaciones con varios fetos comparado con gestaciones de un solo
fetos (Bloomfield et al., 2006). Jaquiery et al. (2011), al evaluar el efecto combinado de
la restriccion nutricional y gestaciéon gemelar sobre el comportamiento posnatal de las
crias, encontraron que el peso al nacimiento y tasas de crecimiento de los corderos
fueron afectados por la interaccion entre los factores de estudio.

Finalmente, en ovinos asi como en otros mamiferos, los efectos detrimentales de
la subalimentacién alrededor de la concepcion no se limitan al desarrollo embrionario y
fetal, sino que las crias en su vida postnatal tiende a presentar problemas en el
crecimiento, capacidad reproductiva y enfermedades congénitas ( Oliver et al., 2007;
Todd et al., 2009; Jaquiery et al., 2012; Kleemann et al., 2015). La desnutricion antes de
la concepcidén o durante el primer tercio de gestacion tiene efectos negativos sobre el
funcionamiento de diferente érganos y sistemas fetales, tales como higado (incremento
en gluconeogénesis y disminucién en el metabolismo de lipidos), pancreas (baja
secrecion de insulina), musculo (baja sensibilidad a la insulina), eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (incremento en secrecion de cortisol), rifiones (disminucion en el
namero de nefronas) y corazén (menor nimero de miocitos) (De Boo y Harding, 2006).
Entre las principales enfermedades programadas por el incorrecto funcionamiento de
los o6rganos y sistemas mencionados previamente como consecuencia de la
desnutricién alrededor de la concepcidén se encuentran las siguientes: glomerulonefritis,
hipertension, enfermedades coronarias, resistencia a insulina, dislipidemia y otros

(Koleganova et al., 2012).

2.4.4. Efectos en los parametros reproductivos

Las fallas reproductivas desde la ovulacién al parto representan entre el 30 y
43% del fracaso en la reproduccion ovina (Dixon et al., 2007). En este sentido, la
nutricion periconceptional determina el éxito de muchos eventos reproductivos

(foliculogénesis, estro, ovulacion, reconocimiento materno de gestacion e implantacion)
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y consecuentemente, afecta los parametros reproductivos en las ovejas, tales como:
tasas de ovulacion, fertilidad, fecundidad, prolificidad, porcentaje de pérdidas
embrionarias-fetales y porcentaje de pariciones (Abdel-Mageed y Abd El-Gawad,
2015a). Esto demuestra la importancia del estudio de la restriccion nutricional sobre los
parametros reproductivos en las ovejas.

El periodo critico para el establecimiento de una gestacion es en los primeros 25
d después de la fecundacién, por consiguiente, se debe tener especial cuidado en la
nutricion en este periodo (Dixon et al., 2007). Pérdidas embrionarias durante este
tiempo podrian reflejar en un bajo porcentaje de fertilidad y prolificidad. En un estudio
realizado con ovejas Rahmani y Barki, se restringid6 30% de sus requerimientos
nutricionales después de la concepcion, y presentaron 55 y 52% menos corderos
nacidos y destetados, respectivamente, por oveja servida (Abdel-Mageed y Abd El-
Gawad, 2015b). Estos resultados se relacionaron con una elevada reabsorcion
embrionaria por efecto de un inadecuado ambiente uterino. Asi, los niveles de energia
ingeridos alrededor de la concepcion incidieron considerablemente sobre los
pardmetros reproductivos.

Por su parte, Koyuncu y Canbolat (2009) reportaron que niveles bajos de energia
afectaron los porcentajes de partos, tamafio de camada, fertilidad y los pesos al
nacimiento. Sin embargo, otros estudios no reportaron efecto de la restriccion
nutricional sobre estos pardmetros reproductivos (Mufioz et al., 2008; Sejian et al.,
2011; Debus et al., 2012). Estos autores reportan que una buena condicién corporal al
momento de la concepcién es un factor importante que puede compensar la restriccion
nutricional post-concepcion. Se ha reportado que ovejas con condiciones corporales
bajas (1.5 unidades) o altas (4.0 unidades) tienen mayores tasas de abortos (14 vs 1%)
en comparacion a ovejas con condiciones corporales media (2.5 a 3.0 unidades)
(Abdel-Mageen, 2009). Asimismo, el nUmero de ovejas paridas fue elevado (98%) en
ovejas de condicibn media en comparacion a ovejas de baja condicion corporal. No
obstante, ovejas hibridas Pelibuey x Blackbelly en condicién corporal alta (3.5 unidades)
y baja (2.1 unidades) presentaron similar porcentaje de estro y duracién del ciclo estral

(Aké-Lopez et al., 2013). Sin embargo, en dicho estudio las tasas de ovulacion (2.1 vs
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1.3) fueron mayores en ovejas de alta condicién corporal, lo cual coincide con otros
estudios (De la Isla et al., 2010).

Evidentemente, muchos de los fracasos reproductivos en los ovinos se deben a
desnutricion en etapas claves del ciclo reproductivo. Aun con el uso de hormonas como
estrategia reproductiva, si la nutricion no es adecuada al momento de la concepcion y
durante la gestacion, los parametros reproductivos resultantes no son Optimos. Cabe
mencionar que se han realizado muchos esfuerzos para esclarecer el impacto negativo
de la restriccién nutricional periconcepcional sobre desarrollo embrionario y fetal, pero
poca atencion se ha puesto al impacto que tiene sobre los pardmetros reproductivos en

ovejas.
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CAPITULO Ill. ARTICULO 1

Estado corporal materno y desarrollo fetal por efecto de la restriccion nutricional

en el pre-empadre y primer tercio de gestacion en ovejas de raza de pelo

(Enviado a la Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias)

3.1. Resumen

Un total de 48 ovejas multiparas Katahdin x Pelibuey (PV= 50.3t0.6 kg, CC=
3.0+0.5 unidades) fueron usadas para evaluar el efecto de la restriccién nutricional pre-
empadre (30 d, RT), primer tercio de gestacion (TR) o ambos (RR) sobre el estado
corporal materno y desarrollo fetal al d 50 de prefiez. Adicionalmente se incluyd un grupo
no restringido nutricionalmente como testigo. El peso vivo y la condicion corporal al
empadre fueron menores (P < 0.01) en las ovejas RR y RT, pero al d 50 post-concepcion
fueron menores (P < 0.01) en las ovejas TR y RR que en las otras. Comparado con los
otros tratamientos, los fetos de ovejas RT tuvieron mayor (P < 0.05) area vesicular, fetal y
abdominal. El tamafio de los cotiledones no varié (P > 0.05) con el régimen nutricional.
Adicionalmente, solo en ovejas RT se observd una correlacién positiva (P < 0.05; r =
0.70) entre pérdidas de peso en pre-empadre con area fetal. La pérdida de peso pre-
empadre y la ganancia de peso post-concepcidon también se correlacionaron
positivamente (P < 0.05; 0.66 <r < 0.68) con largo y ancho abdominal en estas ovejas. En
conclusién, el estado corporal de las ovejas de pelo decrecié durante los tiempos de
restriccion nutricional, sin embargo, el crecimiento fetal al final del primer tercio de

gestaciéon fue modificado por efecto de la restriccion nutricional pre-empadre.

Palabras clave: Prefiez, restriccion nutricional, longitud craneo-caudal, cotiledones,

crecimiento fetal
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3.2. Abstract

A total of 48 Katahdin x Pelibuey multiparous ewes (LW= 50.3+0.6 kg, BCS=
3.0£0.5 units) were used to evaluate the effects of nutritional restriction pre-mating (30 d,
RT), first third of gestation (TR) or both periods (RR) on maternal body status and fetal
development at d 50 of pregnancy. Also, a control group (no food restriction) was included.
Both live weight and body condition score at mating were lower (P < 0.01) in RR and RT
ewes, but at day 50 post-conception were lower (P < 0.01) in TR and RR ewes. Compared
with other treatments, the fetuses from RT ewes had higher (P < 0.05) vesicular, fetal and
abdominal area. The size of cotyledons did not vary (P < 0.05) with the nutritional regimen.
Additionally, only in RT ewes was observed a positive correlation (P < 0.05; r = 0.70)
between pre-mating weight loss with fetal area. Pre-mating weight loss and post-
conception weight gain also were positively correlated (P < 0.05; 0.66 < r < 0.68) with long
and breadth of abdomen. In conclusion, the body state of hair ewes decreased during
periods of nutritional restriction; however, the fetal growth at end of the first third of

gestation was modified by effect of the pre-mating nutritional restriction.

Key words: Pregnancy, nutritional restriction, crow-rump length, cotyledons, fetal growth.
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3.3. Introduccidn

En la actualidad existe suficiente evidencia indicando que la capacidad productiva,
reproductiva e inmunoldgica de los ovinos a través de su vida post-natal tiene una relacion
directa con el ambiente uterino en que se desarrollaron durante la gestacion. El estado
nutricional de las ovejas prefiadas ha sido el principal factor relacionado con alteraciones
en el ambiente uterino y desarrollo y crecimiento fetal™. En este sentido, una alimentacién
apropiada y ofrecida estratégicamente antes y en momentos criticos de la gestacion
asegura un correcto desarrollo de las crias tanto en su vida pre- y post-natal®>.

La restriccion nutricional alrededor de la periconcepcién es una condicion
alimenticia que mayormente se ha relacionado con fallas en la trayectoria del crecimiento
fetal durante el tltimo tercio de gestacion®®, asimismo con problemas post-natales en los
corderos jovenes y adultos, tales como alta susceptibilidad a enfermedades, lento
crecimiento y baja fertilidad®”. Lo anterior es debido a que la desnutricién de las ovejas
alrededor de la concepcion promueve una serie de adaptaciones embrionarias, muchas
veces de tipo epigenéticas y metabdlicas, para poder sobrevivir bajo escenarios de
limitada disponibilidad de nutrientes, lo cual, a su vez, se refleja en una alteracion en la
programacion fetal que afecta la competencia funcional de las crias tanto en el pre-y
post-parto®.

Cabe mencionar que la mayoria de estudios sobre restriccion nutricional en la
periconcepcion se direccionaron para evaluar los efectos a largo plazo sobre el desarrollo
fetal, ya que durante el ultimo tercio de prefiez se presenta alrededor del 80% del
crecimiento del producto®. Sin embargo, algunos estudios sugieren que, dependiendo del
grado y tiempo de desnutricién pre- y post-concepcion, el impacto negativo de restriccion
nutricional puede verse reflejado en un corto plazo. Asi, en ovejas Malpura alimentadas
deficientemente en la periconcepcion observaron menor desarrollo de la vesicula fetal al d
50 de prefiez®, mientras que en ovejas Grayface restringidas durante 39 dias post-
concepcion reportaron una reduccion en el diametro craneal y abdominal de los fetos al d

57 de prefiez®?.

Otros estudios no reportaron efectos de restriccion nutricional
periconcepcional sobre caracteristicas del crecimiento fetal al d 45 y 55 de gestacién en

ovejas Merino Australianas“? y Rahnani®?, respectivamente.
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Considerando que la disponibilidad de informacion es limitada y contradictoria en
relacion al efecto que tiene la restriccibn nutricional pre-empadre y/o post-concepcion
sobre el desarrollo fetal al final del primer tercio de gestacion, se requiere seguir
estudiando en relacion a este topico. Cabe mencionar que en ovinos de raza de pelo no
se han hecho estudios al respecto, a pesar de que estas razas actualmente se encuentran
distribuidas por todos México y, en general, en Latinoamérica bajo sistemas de
produccion extensivas principalmente. Es ampliamente conocido que la disponibilidad de
alimento bajo sistemas extensivos depende de la época de lluvias, por lo cual los ovinos
con frecuencia se enfrentan a problemas de alimentacion deficiente. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la restriccién nutricional durante el
pre-empadre y primer tercio de gestacién sobre el estado corporal materno y desarrollo

fetal al d 50 de gestacion en ovejas de pelo.

3.4. Materiales y métodos
3.4.1. Animales y tratamientos

El estudio se realiz6 en otofio del 2014 y se usaron 48 ovejas multiparas del
genotipo Katahdin x Pelibuey, las cuales tenia un peso vivo (PV) de 50.3£0.6 kg y una
condicién corporal (CC) de 3.0+0.05 (1= muy flacas y 5 muy gordas)™®. Las ovejas se
pesaron al inicio del experimento y se asignaron bajo un disefio de bloques
completamente al azar a uno de cuatro tratamientos (nh= 12), donde el PV fue usado como
factor de bloqueo. Los tratamientos consistieron en alimentar adecuadamente a las ovejas
durante el pre-empadre (-30 a 0 d antes del empadre) y el primer tercio de gestacion (1 a
50 d después de la concepcién) alternando periodos de 40% de restriccion de consumo
de materia seca. Los tratamientos fueron los siguientes: ovejas no restringidas (testigo,
TT), ovejas restringidas en todo el periodo experimental (RR), ovejas restringidas en el
pre-empadre (RT) y ovejas restringidas en el primer tercio de gestacion (TR). Se
establecio el nivel materia seca a ofrecer acorde al PV promedio de cada grupo de ovejas.
Todas las ovejas se pesaron individualmente cada 10 d para hacer los ajustes respectivos
en el consumo de materia seca siguiendo los esquemas de cada tratamiento (Figura 1).

En general se formularon dos dietas, una para pre-empadre y otra para primer
tercio de gestacion, basado en los requerimientos indicados en el NRC™. Se tomaron
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muestras de 250 g de las dietas cada vez que se mezclaron los ingredientes, las cuales
fueron secadas a 60° C por 48 h. Al final del periodo experimental, se molieron y se
mezclaron todas las muestras de alimento colectadas antes del empadre para tomar una
sub-muestra de 200 g. Mismo procedimiento se realizé para obtener la sub-muestra el
periodo post-concepcién. Cada sub-muestra se sometié a andlisis proximal®® y de fibra
detergente neutro“®. También se calculé nutrientes digestibles totales"” y energia
digestible™® para obtener el valor de la energia metabolizable™®.

El final del periodo pre-empadre e inicio del primer tercio de gestacion en las
ovejas, se sincronizé a través de un protocolo de sincronizacion de estro en combinacion
de un sistema de montas controladas. El protocolo dur6 10 d (d -11 a -1 pre-empadre) y
las montas naturales se realizaron entre las 12 y 36 h después de finalizado dicho
protocolo (d 0). En general, el protocolo de sincronizacion de estro (esponjas
intravaginales y 200 Ul gonadotropina coridnica equina) y el sistema de montas
controladas (dos montas/oveja) se realizaron siguiendo una metodologia descrita en otro
estudio®®. Las montas se realizaron usando 6 machos de la raza Dorper blanco, y cada
macho no sirvio mas de 10 hembras. Cabe sefialar que el 96% de las ovejas respondieron

al tratamiento hormonal y fueron montadas.

3.4.2. Instalaciones y manejo de los animales

El estudio se realizdé en la Unidad Experimental Ovina del Instituto de Ciencias
Agricolas, UABC, localizada en el Valle de Mexicali, Baja California, México (32.8° latitud
norte y 114° longitud oeste). Las ovejas experimentales se alojaron en 4 corrales (5.0 X
5.0 m), uno por tratamiento, los cuales estaban equipados con comederos, bebederos y
sombra. Los espacios en comederos fueron suficientes para que todas las ovejas
consumieran alimento al mismo tiempo, y de esta manera reducir la competencia.
También, diariamente se ofrecié alimento en la mafiana (7:00 h; 60%) y en la tarde (17:00
h; 40%) acorde a los esquemas de tratamientos. El agua se ofrecié a libre acceso,

ademas, diariamente se verifico visualmente el estado de salud de las ovejas.
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3.4.3. Mediciones en ovejas y fetos

El PV y la CC de las oveja se registré individualmente el d -30, 0 y 50 del periodo
experimental. EI PV se midié usando una bascula electronica de plataforma con corral,
mientras que la CC se evalué usando la escala del 1 (muy flacas) al 5 (muy gordas)™®®.
Con esta informacién se calculdé los cambios de peso y condicidbn corporal en los
siguientes periodos: pre-empadre, primer tercio de gestacion y ambos periodos de
restriccion.

Por otra parte, todas las ovejas fueron sometidas a diagndstico de gestacion por
ultrasonografia el d 30 post-empadre, resultando 100% de ovejas gestantes.
Adicionalmente, por ultrasonografia se realizaron mediciones de vesicula, feto y
cotiledones siguiendo una metodologia descrita previamente@?. En vesicula y
cotiledones se midi6 largo, ancho y area, mientras que en feto se midié longitud craneo-
caudal, area fetal, longitud occipital-nasal, longitud frontal, area de la cabeza, asi como
largo, ancho y area abdominal. Se tomaron imagenes de un feto y seis cotiledones por
oveja para hacer las mediciones. Un ultrasonido equipado con un transductor rectal
multifrecuencial de 3.5/7.5 MHz (LCD Ultrasound Scanner, Draminski Animal profi) fue
utilizado para hacer las diferentes evaluaciones. Cabe mencionar que se detectaron siete
ovejas con pérdida fetal al d 50 de gestacion, por lo cual, las evaluaciones de desarrollo
fetal se hicieron a 10, 10, 8 y 11 ovejas RR, TT, RT y TR, respectivamente.

3.4.4. Analisis estadistico

Toda la informacién se someti6 a un andlisis de varianza bajo un disefio de bloques
completamente al azar, usando el procedimiento GLM de SAS®Y. Los modelos
relacionados con PV y CC incluyeron los efectos de bloque, régimen de alimentacion, dias
0 periodo y la interaccién régimen de alimentacion x dias o periodo. El modelo de las
variables de vesicula, feto y cotiledones incluy6 los efectos fijos de blogue y régimen de
alimentacion, asimismo, se incluyd0 el numero de fetos como covariable. Las
comparaciones de medias fueron realizadas con la opcion LSMEANS/PDIFF del SAS a
una P < 0.05. Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson por

tratamiento entre los cambios de peso vivo de cada periodo y las variables de desarrollo

48



fetal. Un analisis de regresion lineal simple también se aplic6 a variables que se

correlacionaron a una P < 0.05.

3.5. Resultados

La interaccion régimen de alimentacion x dia afectd (P < 0.01) el PV y la CC
(Figura 1). ElI PV y la CC fueron similares (P > 0.05) entre grupo de ovejas tratadas al
inicio del experimento (d 30 pre-empadre), pero después de 30 d de ofrecer los regimenes
de alimentacion (d 0= empadre), las ovejas TT y TR presentaron mayor (P < 0.01) PV y
CC que las ovejas RR y RT; sin embargo, al d 50 post-empadre las ovejas TT y RT fueron
mas pesadas y presentaron mayor (P < 0.01) CC comparado con las ovejas RRy TR.

En general, todas las ovejas perdieron PV y CC independientemente del régimen
de alimentacién después de los 80 d de periodo experimental, aunque en ovejas RRy TR
fueron mas marcadas (P < 0.01) las pérdidas que en ovejas TT y RT (Cuadro 2). Cabe
mencionar que, las ovejas RR y RT perdieron mayor (P < 0.05) PV (2.3 vs. 6.0 £ 0.5 kg) y
CC (0.3 vs. 0.07 £ 0.05 unidades) que las ovejas TT y TR en el periodo pre-empadre. En
el periodo primer tercio de gestacion, la ovejas TT y RT ganaron peso siendo mayor (P <
0.01) la ganancia en RT (0.8 vs. 4.5 + 0.5 kg), mientras que las ovejas RR y TR perdieron
peso siendo mas marcada (P < 0.05) la pérdida en ovejas TR (2.1 vs. 5.5 £ 0.5 kg). En el
caso de los cambios en CC post-concepcion, se observd una similar (P > 0.05)
disminucién (0.35 £ 0.09 unidades) en las ovejas RR y TR, mientras que en ovejas TT y
RT aumentd, siendo este incremento mayor (P < 0.01) en ovejas RT (0.02 vs. 0.2 + 0.09
unidades).

La vesicula fetal (62.5 vs. 75.2 £ 3.0 mm) y el abdomen del feto (29.3 vs. 33.4 £ 1.7
mm) fueron mas largos (P < 0.05) en ovejas RT que en las ovejas tratadas con los otros
regimenes de alimentacion al d 50 de post-concepcién (Cuadro 3). Las ovejas RT también
presentaron mayor (P < 0.05) area vesicular (21.1 vs. 25.3 + 1.5 mm?), abdominal (4.0 vs.
5.0 + 0.2 mm?) y de feto (7.2 vs. 9.0 + 0.5 mm?) comparado con las ovejas TT, RRy TR.
No obstante, entre ovejas TT, RR y TR no se detectaron diferencias (P > 0.05) para largo
y area de vesicula y abdomen del feto, asi como para area de feto. Los fetos de ovejas
RT en relacion a los de ovejas TT tuvieron mayor (P < 0.05) longitud craneo-caudal (54.3

vs. 59.4 £ 1.5 cm). Adicionalmente, los fetos de ovejas RR y TR mostraron similar (P >
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0.05) longitud craneo-caudal que los fetos de ovejas TT y RT. Tanto el ancho de la
vesicula fetal como el resto de las mediciones fetales no fueron afectadas (P > 0.05) por
el régimen de alimentacion. El desarrollo cotiledonario tampoco fue afectado (P > 0.05)
por la alimentacion ofrecida alrededor de la concepcion.

No se encontré significancia (P > 0.05) en la mayoria de las correlaciones entre los
cambios de peso del pre-empadre, primer tercio de gestacion y periodo total con las
mediciones vesiculares y del feto (longitud craneo caudal, area fetal, longitud occipital
nasal, longitud frontal, area de cabeza y rasgos abdominales) al d 50 de gestacion, por lo
cual solamente se describen a continuacion las correlaciones significativas para cada
tratamiento (Cuadro 4). Las ovejas TT solamente mostraron una correlacion positiva (P <
0.05; r= 0.59) entre la pérdida de PV en el pre-empadre y el largo vesicular, mientras que
las ovejas RR correlacionaron positivamente (P < 0.05) la pérdida de PV durante el primer
tercio de gestacion con la longitud occipital-nasal (r=0.61) y frontal (r=0.61). En el caso de
ovejas RT, la pérdida de PV en el pre-empadre se correlaciond positivamente (P < 0.05)
con el area fetal (r = 0.70), asi como con el largo (r = 0.66) y ancho abdominal (r = 0.68)
del feto. También en esas ovejas se observo que la ganancia de PV durante el primer
tercio de gestacion tuvo una correlacion positiva (P < 0.05) con el area de cabeza,
asimismo con el largo (r = 0.68) y ancho (r = 0.67) del abdomen fetal. En ovejas TR
ninguna correlacion fue significativa (P > 0.05). En general, todas las correlaciones
significativas se clasificaron como moderadas.

El andlisis de regresion lineal simple corroboré parcialmente los resultados de las
correlaciones significativas encontradas para cada tratamiento (Cuadro 5). Se observo
qgue la longitud occipital-nasal y frontal de los fetos en ovejas RR aumentd (P = 0.05)
como las pérdidas de PV en el periodo pre-empadre incrementaron. En ovejas RT, el area
de feto incrementé (P = 0.05) y el largo de abdomen tendié a incrementar (P = 0.07) como
las pérdidas de PV aumentaron en el periodo pre-destetes. En estas ovejas también se
encontré que el area de cabeza (P = 0.08) y el largo (P = 0.06) y ancho abdominal (P =
0.07) tendieron a aumentar por el incremento de PV en el primer tercio de gestacion.
Finalmente, el largo de vesicula tendid6 a aumentar (P = 0.07) con el aumento en las

pérdidas de PV en el periodo pre-empadre.
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3.6. Discusion

En la literatura existe suficiente evidencia en relacidén al impacto negativo que tiene
la restriccién nutricional en el pre-empadre*?22% y primer tercio de gestacion®?? sobre el
estado corporal de las ovejas; situacion que es explicada por una movilizan de reservas
corporales como una estrategia para compensar el déficit nutricional dietario®*2>.
Ademas, se ha reportado que estas ovejas alimentadas por debajo de los requerimientos
nutricionales de mantenimiento y produccion pueden recuperar rapidamente su estado
corporal normal cuando se realimentan con un nivel de alimentacién adecuado®”. Por lo
tanto, esto explica, en términos generales, los cambios de PV y CC observado en las
ovejas a través de los esquemas de 40% de restriccion nutricional a los que fueron
sometidos en el pre-empadre y primer tercio de gestacion.

Los resultados de cambios de estado corporal muestran que las ovejas de pelo, tal
como en otras razas se ha observado, tienen la capacidad de activar mecanismos
adaptativos frente a escenarios de restriccion nutricional crénicos. Las ovejas RR,
restringidas en el pre-empadre y primer tercio de gestacion, perdieron similar cantidad de
PV y CC al final del experimento que las ovejas restringidas solamente en los 50 d post-
concepcion. Adicionalmente, se destaca que las ovejas RR presentaron una pérdida de
PV de 73.4% en el pre-empadre y 26.6% en el primer tercio de gestacion, aun cuando en
ambos periodos el régimen de restriccion nutricional fue el mismo (40%). En el caso de
ovejas TR, se observé que 70.5% del PV perdido durante el estudio fue en los 50 dias de
exposicién a restriccion nutricional. Por lo tanto, estos resultados sugieren que las ovejas
RR, las cuales fueron tratadas cronicamente con restriccion nutricional, hicieron ajustes
fisiolégicos, metabdlicos y endocrinologicos después del periodo de pre-empadre (30 d)
para hacer un uso mas eficiente de la energia consumida al mismo tiempo que redujo en
lo posible la movilizacién de reservas corporales. Posiblemente, los ajustes en las ovejas
RR se hicieron mas evidentes después de la concepcidon, como una respuesta para
mantener la gestacion y contar con suficiente sustrato energético para la nutricion
embrionaria-fetal.

Congruente con lo anterior, en ovinos sometidos a programas de restriccién cronica
se ha observado los siguientes ajustes para mejorar la disponibilidad y uso de energia: 1)

los niveles de leptina descienden incitando a los centros del apetito a disminuir la
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expedicion de energia®; 2) disminuye el uso de energia e incrementa el reciclaje de
nitrégeno para favorecer la eficiencia alimenticia®” y 3) incrementa la tasa de masticacion
y disminuye la tasa de pasaje para incrementar la digestibilidad del alimento consumido y
la sintesis de compuestos proteicos y energéticos por la microflora del rumen®.

Por otra parte, bastante investigacion se ha desarrollado para dilucidar el efecto de
la restriccién nutricional periconcepcional sobre el desarrollo folicular®3? embrionario
temprano® vy fetal tardio®?, asi como en la vida post-natal de las crias®*** en ovejas
de raza de lana. Sin embargo, poco se ha estudiado el desarrollo fetal al final del primer
tercio de gestacion por efecto de la restriccion nutricional severa que reciben las ovejas
desde el pre-empadre y primeros 50 d post-concepcion. Los resultados de este estudio
demuestran que, en ovejas de pelo, el crecimiento fetal al d 50 de gestacion es alterado
por una restriccion nutricional severa durante los 30 d previos al empadre. Aunque estas
alteraciones en crecimiento fetal no se evidenciaron cuando la restriccion nutricional
coincidié con los 50 d post-concepcién o fue de tipo crénica desde 30 d antes del
empadre hasta los 50 d después de la concepcidén. Acorde con estos resultados, en
ovejas Rahmani y Barki encontraron similar longitud craneo-caudal al final del primer
tercio de gestacion entre ovejas no restringidas y restringidas al 70% durante los primeros

45 dias de prefiez*?.

Similarmente, en otro estudio reportaron que una restriccion
nutricional severa (50%) durante los primero 30 d post-concepcién, no afecté el
crecimiento fetal al d 70 de prefiez, ya que longitud craneo-caudal, circunferencia
abdominal, longitud del fémur y didmetro biparietal fueron similar entre ovejas testigo y
restringidas®.

En general, las ovejas restringidas nutricionalmente en el pre-empadre presentaron
una vesicula y un feto mas grande al final del primer tercio de gestacion. Ademas, los
fetos de estas ovejas exhibieron una mayor area abdominal. Contrario a esto resultados,
en ovejas Romney sometidas a restriccion nutricional pre-empadre (60 d), post-empadre
(30 d) o ambas, reportaron que la restriccion antes del empadre afectd negativamente el
desarrollo fetal y la resistencia a insulina de las madres®?. También indicaron que las
pérdidas de PV del pre-empadre se correlacionaron negativamente con la sensibilidad a
insulina, y por consecuencia, con el crecimiento fetal. Los autores concluyeron que el bajo

crecimiento fetal se debid a la incapacidad de la madre para adaptar adecuadamente su
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metabolismo relacionado con insulina. Otros estudios también han sefialado que la
restriccidbn nutricional en la pre-concepcion modifica la programacion embrionaria, y
subsecuentemente la fetal, reflejandose muchas veces cambios en el trayecto del
crecimiento fetal, o bien, en un menor crecimiento y desarrollo fetal®®. Asi, una baja
alimentacion durante la foliculogénesis y maduracion del ovocito ha mostrado alterar la
transcripcion de algunos genes relacionados con la actividad metabdlica, especificamente
la reduccidén de transportadores de glucosa (SLC2A3, SLC5A1) e incrementos en los
receptores PTGS2, HAS2 y de leptina®. Aunque, al parecer, este fenémeno no fue
evidente en las ovejas de este estudio, dado que el crecimiento fetal no disminuy®.

Cabe aclarar que no se encontr6 una explicacién precisa de porque las ovejas de
pelo restringidas en el pre-empadre mejoraron el crecimiento fetal al final del primer tercio
de gestacion comparado con las otras ovejas tratadas. No obstante, el analisis de
regresion lineal simple y de correlacion sugiere que el nivel de pérdida de PV en el pre-
empadre y el incremento en la ganancia de PV durante los 50 d post-concepcion, jugaron
un papel clave para que los fetos de estas ovejas fueran superiores en crecimiento. En las
ovejas RT, la mayor area de masa fetal se asocio positivamente con las pérdidas de PV
pre-empadre, mientras que el mayor tamafio abdominal de los fetos se relaciond
positivamente tanto con las pérdidas de PV pre-empadre como con las ganancias de PV
post-concepcion. En los otros tratamientos (RR, TRy TT), no se encontré una correlacion
entre los cambios de PV pre- y post-concepcion con las mediciones relacionadas
directamente con el crecimiento fetal o desarrollo abdominal.

Por lo tanto, considerando que los ovinos de razas de pelo son rusticos y tienen
gran habilidad para adaptarse a condiciones de estrés ambiental y nutricional sin
comprometer drasticamente su capacidad reproductiva®=®, en este estudio se
plantearon dos hipotesis que se complementan para dar respuesta a los resultados
encontrados en ovejas sometidas a restringidas nutricionalmente en el pre-empadre: 1)
las ovejas de pelo activan mecanismos adaptativos para priorizar la direccion de
nutrientes hacia el producto en dado caso de quedar prefiadas cuando el escenario
nutricional es deficiente, lo cual permite al feto tener un crecimiento acelerado y
almacenar sustratos energéticos en la vesicula por si el grado de desnutricion en la oveja

se convierte muy severa; y 2) el mecanismos adaptativo descrito previamente no fue
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desactivado por estas oveja en el primer tercio de gestacion, o al menos en un corto plazo
post-concepcion, a pesar de que fueron regresadas a un régimen de alimentacion
adecuado después del empadre. Asi, una alta cantidad de nutrientes dirigidos hacia el
embridn-feto promovié un mayor crecimiento de la vesicula fetal para hacer mas eficiente
la captacién y almacenamiento de sustratos nutricionales. Vesiculas de mayor tamafio se
han relacionado positivamente con un incremento en el metabolismo intestinal, y con ello

fetos de mayor tamafio que presentan un abdomen mas grande®’3®.

El hecho que en
ovejas RR no presentara un incremento en el crecimiento fetal al final del primer tercio de
gestacion como en ovejas RT, demuestra la importancia que tienen alimentar a las ovejas
adecuadamente durante la gestacién temprana cuando ellas estuvieron expuestas a un
plan de desnutricion antes y durante el empadre.

Por otra parte, el tamafio de los cotiledones no se afectd por la restriccion
nutricional inducida en las ovejas de pelo durante el pre-empadre y/o primer tercio de
gestacion. Estos resultados se atribuyeron a que la medicion de estas estructuras

coincidié con el desarrollo temprano de la placenta®.

3.7. Conclusion e implicaciones

En ovejas de pelo, la restriccién nutricional en el pre-empadre y/o primer tercio de
gestacion provoca pérdidas evidentes de peso y condicion corporal, las cuales recobra
rapidamente al ofrecerles una cantidad y calidad de dieta adecuada para su estado
fisioldgico. Sin embargo, la exposicién de las ovejas a un periodo de restriccion nutricional
pre-empadre favorece el desarrollo de fetos de mayor talla y con abdémenes mas
grandes; situacion que podria tener un impacto negativo sobre el desarrollo y crecimiento

post-natal de las crias por alterar la trayectoria de crecimiento fetal.
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3.9. Tablas y figuras

TR 2.10% 1.50%
RT 1.26% 2.50%
RR 1.26% 1.50%

T 2.10% 2.50%

Dias -30 o 50
Empadre

Figura 1. Esquemas de alimentacion basado en el porcentaje del peso vivo para ovejas
no restringidas (TT) y restringidas totalmente (RR), durante la pre-concepcion (RT) o
primer tercio de gestacién (TR). La cantidad de materia seca ofrecida en base al peso
vivo en oveja TT se calculé como indica el NRC (2007).
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Tabla 1. Ingredientes y composicion de las dietas experimentales.

Pre-empadre Post-concepcion (50 d)

Ingredientes

Heno de sudan (%) 85.0 80.0
Heno de Alfalfa (%) 15.0 20.0
Composicion quimica
Materia seca (%) 92.2 92.3
Proteina cruda (%) 8.5 9.0
Ceniza (%) 13.5 13.8
Extracto etéreo (%) 1.21 1.16
Fibra detergente neutra (%) 61.3 64.2
NDT (%) 56.0 54.3
ED (Mcal/ kg MS) 2.5 2.4
EM (Mcal/Kg MS) 2.0 2.0

NDT= Nutrientes digestibles totales; ED= Energia digestible; EM= Energia metabolizable, MS= Materia

seca
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Figura 2. Peso vivo y condicién corporal en ovejas alimentadas adecuadamente (TT) o
restringidamente durante la pre-concepcion (RT), primer tercio de gestacion (TR) o
ambos periodos (RR). Diferencias (* P < 0.05) o no (n.s.) entre tratamientos dentro de

cada dia de muestreo.
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Tabla 2. Cambios de peso vivo y condicion corporal antes de la concepcién, primer

tercio de gestacion o ambos periodos por efecto de la restriccion nutricional en ovejas

de pelo.
Tratamientos
Variables EE
RR RT TR TT

Cambio de peso vivo (kg)

Pre-empadre 5.8 632 -23° 23 05
1er tercio de gestacion 212 45 55 08 05
Periodo total -8.12 -1.8° -7.72 -15° 09
Cambio de condicién corporal (Unidades)

Pre-empadre -0.32 -0.32 -0.06" -0.08" 0.05
ler tercio de gestacion 0.3 02" -0.42 0.02° 0.09
Periodo total -0.62 -0.05” -0.52 -0.01° 0.09

Ninguna restriccién nutricional (TT) y restriccién nutricional pre-empadre (RT), primer tercio de gestacion

(TR) o ambos periodos (RR).

Letras diferentes en la misma hilera indican diferencias a P < 0.05.
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Tabla 3. Desarrollo vesicular, fetal y cotiledonario por efecto de la restricciéon nutricional

en ovejas de pelo.

Variables Tratamiento
RR RT TR TT EE
Fetos (n) 10 8 11 10
Vesicula amniotica
Largo (mm) 60.42 75.2° 62.62 64.62 3.0
Ancho (mm) 44.52 43.92 39.72 40.72 3.1
Area (mm?) 21.0° 25.3° 20.62 2172 15
Feto
Longitud craneo-caudal (mm) 57.1%*  594° 562% 5432 15
Area fetal (mm?) 7.52 9.0 7.0° 722 0.5
Longitud occipital-nasal 19.72 21.82 21.32 2252 1.2
Longitud frontal (mm) 16.32 17.52 16.52 16.62 0.6
Area de la cabeza (mm?) 2.32 2.52 2.52 2.42 0.2
Largo del abdomen (mm) 28.4a 33.4° 30.12 29.42 1.7
Ancho del abdomen (mm) 17.22 16.92 16.42 17.12 0.7
Area del abdomen (mm?) 4.0 5.0° 4.0 422 0.2
Cotiledones
Largo (mm) 17.62 16.62 16.42 18.32 0.9
Ancho (mm) 21.32 19.52 19.72 2232 1.2
Area (mm?) 2.72 2.32 2.52 2.72 0.2

Ninguna restriccién nutricional (TT) y restriccién nutricional pre-empadre (RT), primer tercio de gestacion

(TR) o ambos periodos (RR).

Letras diferentes en la misma hilera indican diferencias a P < 0.05.
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Tabla 4. Correlaciones de Pearson entre cambios de peso vivo pre-concepcion, primer tercio de gestacion o ambos

periodos con el desarrollo vesicular y fetal al d 50 de gestacion para cada tratamiento.

Vesicula amnidtica  Longitud Area Longitud Longitud Area Abdomen
Largo Ancho Area C-C fetal O-N frontal cabeza Largo Ancho Area
RR
Pre-empadre (-) 0.06 -0.26 -0.16 0.23 0.07 -0.06 -0.23 -0.01 0.36 -0.25 -0.35
ler tercio gestacion (-) -0.22 039 0.42 -0.30 0.18 0.61* 0.61* 0.47 0.08 -0.01 -0.08
Periodo total (-) -0.07 -0.03 0.08 0.05 0.18 0.30 0.13 0.27 0.42 -0.26 -041
RT
Pre-empadre (-) 0.19 0.45 0.39 0.13 0.70 * 0.41 -0.22 0.25 0.66* 0.68* 0.46
ler tercio gestacion (+) 053  -0.05 0.13 0.16 0.35 0.28 0.33 0.64* 0.68* 0.67* 0.31
Periodo total (-) -0.17 0.49 0.31 0.05 0.55 0.15 -0.42 -0.17 0.21 0.26 0.35
TR
Pre-empadre (-) 0.47 -0.21 0.06 -0.16 0.40 0.15 0.32 0.29 -0.05 0.30 -0.14
ler tercio gestacion (-) 0.18  -0.34 -0.34 0.09 -0.24 -0.09 0.27 0.20 0.34 -049 <0.01
Periodo total (-) 0.49 -0.34 -0.14 -0.18 -0.52 -0.01 0.31 0.24 0.06 -0.05 -0.21
TT
Pre-empadre (-) 0.59* -0.29 0.39 -0.55 0.17 -0.37 0.05 0.19 0.13 -0.26  -0.42
ler tercio gestacion (+) 0.54  -0.20 0.24 -0.01 -0.27 0.56 0.18 0.30 <0.01 -0.22 -0.55
Periodo total (-) 0.43 0.23 0.09 -0.26 0.17 0.19 -0.13 0.02 -0.16 0.06 -0.05

Valores de correlaciones sin asterisco indican no significancia a P > 0.05 y con asteriscos indican significancia a P < 0.05.
Craneo-caudal (C-C), occipital-nasal (O-N), pérdida (-) y ganancia (+) de peso vivo.
Ninguna restriccion nutricional (TT) y restriccion nutricional pre-empadre (RT), primer tercio de gestacion (TR) o ambos periodos (RR).
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Tabla 5. Analisis de regresion lineal simple de variables correlacionadas en cada

tratamiento

2

Tratamiento Variables Cambio de Ecuacion r N Valor
de respuesta peso de P

RR Longitud occipital-nasal D0ab50 y=1525+2.10x 0.38 10 0.05
Longitud frontal D0Oab0 y=13.71+1.12x 0.38 10 0.05

RT Area del feto D-30a0 y=4.50+0.68x 0.50 0.05

8
Largo del abdomen D-30a0 y=24.02+1.43x 044 8 0.07
Area de la cabeza DO0a50 y=2.02+0.12x 0.41 8 0.08
Largo del abdomen DO0a50 y=2431+2.16x 046 8 0.06
Ancho del abdomen DOab0 y=13.12+093x 045 8 0.07
T Largo de la vesicula D-30a0 y=62.66+2.36x 0.35 10 0.07

Ninguna restriccion nutricional (TT) y restriccion nutricional pre-empadre (RT), o pre-empadre y primer

tercio de gestacion (RR).



CAPITULO IV. ARTICULO 2

Undernutrition pre- and post-mating affects serum levels of glucose,
cholesterol and progesterone, but not the reproductive efficiency of crossbred

hair ewes synchronized for estrus

(Enviado a Domestic Animal Endocrinology)

4.1. Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la restriccion
nutricional pre- y post-empadre sobre las concentraciones de algunos metabolitos y
progesterona después de la concepcion, asi como sobre el comportamiento
reproductivo en ovejas de pelo sujetas a un protocolo de sincronizacién del estro
(progesterona mas 200 Ul de PMSG) y monta natural. El dia 30 antes del empadre,
48 ovejas multiparas Katahdin x Pelibuey (PV= 50.3+0.5 kg, CC= 3.0+0.06 unidades)
se asignaron bajo un disefio de bloques completamente al azar a cuatro tratamientos
(n=12) de restriccion nutricional (RN): 1) ninguna RN (testigo), 2) RN pre-empadre
(30 d, RNPRE), 3) RN post-empadre (50 d, RNPOS) y 4) RN en ambos periodos (80
d, RNT). Todas las ovejas se alimentaron con la misma dieta pero las ovejas de RN
recibieron solo el 60% de la alimentacion ofrecida al grupo testigo (alimentadas
adecuadamente). En comparacion a los otros tratamientos, el PV y la CC al empadre
fueron mayores (P < 0.01) en las ovejas testigo y RNPOS, pero al d 50 post-
empadre fueron mayores (P < 0.01) en ovejas testigo y RNPRE. Al parto, las ovejas
RNT tuvieron mas bajo (P = 0.03) PV y CC, mientras las concentraciones séricas de
triglicéridos, proteina total y urea no fueron afectados (P = 0.13) por los tratamientos.
También, las concentraciones séricas de glucosa fueron bajas (P = 0.03) y las de
colesterol altas (P = 0.02) en ovejas RNPOS comparado con las ovejas de otros
tratamientos. Las concentraciones de progesterona fueron similares (P = 0.39) entre
tratamientos hasta el d 8 post-empadre, después (d 10-20) fueron mas altas (P <
0.05) en ovejas RNPOS y RNT que en las ovejas RNPRE. Conducta de estro,
prefiez, porcentaje de aborto, largo de gestacion, fertilidad, fecundidad y prolificidad
no fueron afectados (P = 0.40) por los tratamientos. En conclusién, la RN alrededor
del empadre alter6 las concentraciones séricas de glucosa, colesterol y

progesterona al inicio de la gestacion, pero no la eficiencia reproductiva de ovejas de
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pelo sincronizadas con progesterona y PMSG. Los resultados indican una alta
habilidad de estas ovejas para priorizar su capacidad reproductiva bajo escenarios

de malnutricion durante la estacion de empadre.

Palabras clave: ovejas de pelo, malnutricion periconcepcional, conducta de estro,

fertilidad.
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4.2. Abstract

The aim of this study was to determine the effects of nutritional restriction pre-
and post-mating on serum concentrations of some metabolites and progesterone
after the conception, as well as on the reproductive performance of crossbred hair
ewes subjected to an estrous synchronization protocol (progesterone plus 200 IU of
PMSG) and natural mating. At d 30 before mating, 48 Katahdin x Pelibuey
multiparous ewes (BW= 50.3+0.5 kg, BCS= 3.0+£0.06 units) were assigned, under a
randomized complete block design, to four nutritional restriction (NR) treatments
(n=12): 1) no NR (control), 2) NR pre-mating (30 d, NRPRE), 3) NR post-mating (50
d, NRPOS) and 4) NR in both periods (80 d, TNR). All ewes were fed the same diet
but NR ewes were fed only 60% of the nourishment offered to control (well-fed).
Compared to the other treatments, BW and BCS at mating were higher (P < 0.01) in
control and NRPOS ewes, but at 50 d post-mating were higher (P < 0.01) in control
and NRPRE ewes. At lambing, TNR ewes had the lowest (P = 0.03) BW and BCS,
while serum concentrations of triglyceride, total protein and urea were unaffected (P
2 0.13) by the treatments. Also, lower glucose (P = 0.03) and higher (P = 0.02)
cholesterol in serum were observed in NRPOS ewes than ewes of the other
treatments. Progesterone concentrations were similar (P = 0.39) among treatments
until d 8 post-mating, and then (d 10-20) were higher (P < 0.05) in NRPOS and TNR
ewes than in NRPRE ewes. Estrus behavior, pregnancy, abortion rate, gestation
length, fertility, fecundity and prolificacy were unaffected (P = 0.40) by treatments. In
conclusion, NR around mating alters serum concentrations of glucose, cholesterol
and progesterone in the early gestation, but not the reproductive efficiency of
crossbred hair ewes synchronized with progesterone and PMSG. Results point out
the high ability of crossbred hair ewes to prioritize their reproductive capacity under

malnutrition scenarios during the breeding season.

Keywords: hair sheep, periconceptional malnutrition, estrus behavior, fertility.
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4.3. Introduction

The use of exogenous hormones to synchronize or induce estrous behavior is
a reproductive strategy extensively applied in the sheep industry to improve the flock
productivity [1]. The estrous synchronization protocol used traditionally in sheep
involves inserting of an intravaginal sponge impregnated of synthetic progesterone
during 10 or 12 d followed by an injection of PMSG 24 or 0 h before sponge removal.
This protocol has showed to increase estrous response, ovulation, pregnancy rate,
fertility, prolificacy and percentage of ewes with twin lambing in hair breeds [2-5].
Although, some studies has indicated that the reproductive response of synchronized
hair ewes with this protocol can be influenced by several factors: genotype [4],
application time and doses of PMSG [3], and type of service [6]. However, it has not
been clarified the impact of undernutrition around the mating on the effectiveness of
this hormonal treatment to improve the reproductive performance of hair-genotype
ewes.

In sheep, undernutrition has been linked to a great number of reproductive
failures during the periconceptional period, which are consequences of alterations in
serum metabolite concentrations, as well as by the suppression of circulating
metabolic hormones such as insulin, IGF-I and leptin [7]. Underfed ewes tend to have
short-term estrous or total anestrous, as well as low ovulation rate or anovulation;
this due to a low development and steroidogenic capacity in pre-ovulatory follicles [8],
and to a decreased LH pulse frequency by inadequate hypothalamic GnRH secretion
[9]. Additionally, it has been documented that undernutrition during the breeding
season increases the concentration of peripheral progesterone and decreases the
endometrial progesterone content [10], which promotes changes in the uterine
environment and can be detrimental for the development, implantation and survival of
the embryo [11]. Thus, underfed ewes before mating and during the first third of
gestation have showed a reduction in fertility and reproductive efficiency [12].

In this sense, the hypothesis formulated is that nutritional restriction (NR) in
the pre- and post-mating periods affects energy and fat metabolism, as well as
progesterone synthesis, which in turn reduces the efficacy of estrous synchronization
protocols to improve the reproductive performance of hair breed ewes. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the effects of nutritional restriction before

and/or after mating on serum concentrations of some metabolites and progesterone
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after conception, and reproductive performance of crossbred hair ewes synchronized
with progesterone plus PMSG.

4.4. Materials and methods
4.4.1. Animals and management

The experiment was conducted at the Sheep Experimental Unit of the Instituto
de Ciencias Agricolas, Universidad Autbnoma de Baja California, México (latitude
32° 24" north and longitude 115° 11" west); 48 Katahdin x Pelibuey non-pregnant
adult ewes were used. Initially, ewes weighed 50.3 + 0.6 kg and had 3.0 + 0.05 units
of BCS (1-5 scale [13]). In general, animals were managed under intensive
production system before and during the experimental phase in which daily food and
clean water were offered in the morning (0700 h) and afternoon (1700 h). Likewise,
animals remained locked in corrals at all time. During the experiment, ewes were
housed in four corrals, one per treatment (2.08 m%ewe), with enough feeder space
(0.7 m/ewe) to eat all at once. Management applied to all ewes were according to
techniques indicated in the following Mexican Official Norms: NOM-051-Z0O0-1995
(Humanitarian care of animals during mobilization) and NOM-062-Z00-1999

(Spkecific techniques for the production, care and use of laboratory animals).

4.4.2. Treatments and mating

Thirty days before mating, ewes were blocked by BW and within each block
were randomly assigned to one of four NR treatments (n=12): 1) no NR (control), 2)
NR during 30 d before mating (NRPRE), 3) NR during 50 d post-mating (NRPOS),
and 4) NR in both periods (80 d, TNR). Control ewes were fed daily at 2.1 and 2.5%
of their BW before and after mating, respectively, according to NRC
recommendations [14]. Meanwhile, all NR ewes were fed daily at 1.26 (pre-mating)
or 1.5% (post-mating) of their BW during restriction periods, and then returned to the
same level of control feeding. Thus, the NR was based on the amount of dry matter
(DM) offered according the weight of the animals, that is, 60% of DM from the
recommended amount. In general, ewes were weighed individually each 10 d to
adjust the supply of food. Table 6 shows the ingredients and chemical composition of
the diets, which were formulated to meet daily nutritional requirements indicated [14]
for ewes of 50 kg in maintenance stage (pre-mating) and the first third of pregnancy

(post-mating). After finishing the application of treatments (d 50 post-mating),
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pregnant ewes were fed the post-mating diet until d 100 of pregnancy. Then, a diet
for late gestation formulated according to NRC nutritional requirements [14] for ewes
carrying two fetuses (12% CP and 2.4 Mcal kg™ of DM) was offered.

Routinely, food samples (200 g) were collected in paper bags and dried in
forced-air oven at 60° C during 48 h, and then were stored until chemical composition
analysis [15,16]. Additionally, TDN [17], DE and ME [18] were calculated with
formulas.

All ewes were subjected to an estrous synchronization protocol to ensure the
mating 30 d after the initiation of the experiment, as well as the assignation of NR
periods in line with treatments. Estrous was synchronized inserting vaginal sponges
impregnated with 20 mg of fluorogestone acetate (Chronogest®, Intervet, D.F.
Mexico) during 10 d and one intramuscular injection of 200 IU of PMSG (Folligon®,
Intervet, D.F., México) 24 h prior to sponge removal. Between 12 and 48 h after
sponge withdrawal, Dorper rams (n=6) were introduced in 3-h intervals for 30 min to
experimental pens (one ram each time per pen) for estrus detection and natural
mating. Each ewe received two mating, the first at the signs of estrus and the second
12 h later.

4.4.3. Body weight and body condition score

Both BW and BCS were recorded individually on days 30 pre-mating, mating
and 50 post-mating, just before offering food in the morning. Also, BW and BCS at
lambing after the expulsion of fetuses and fetal membranes were evaluated. The
BCS was evaluated always by the same technical staff using the 5-points scale (1

=very thin to 5 = very fat [13]).

4.4.4. Blood sampling

Jugular blood samples were individually collected every two days between d 2
and 20 after mating. Samples were obtained before the morning meal and
centrifuged at 3500 x g for 15 min at 10 °C after one hour from its collection. Serum
was deposited in 2-mL vials and stored at -20 °C until assay for metabolites (glucose,
cholesterol, triglycerides, total protein and urea) and progesterone. Serum metabolite
concentrations were determined with a blood auto-analyzer of liquid-phase (EasyVet,
KONTROLab, Mich., Mexico), and serum progesterone concentration was

determined with the ELISA technique using a validated commercial kit (Monobind
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Inc., Lake Forest, CA, USA), which had a sensitivity of 0.105 ng/mL and an average
coefficient of variation between and within assays of 7.1%.

4.4.5. Reproductive parameters

Ewes detected in estrus as well as the hour of estrus detection were
registered to calculate percentage of ewes in estrus and time to estrus (interval of
time between sponge removal and onset of estrus). Additionally, a pregnancy
diagnosis by real-time ultrasonography using a multifrequency transducer of 3.5/7.5
MHz (Draminski ultrasound, Animal profi model, Poland) was conducted at d 25 and
then again at d 40 post-lambing to calculate percentage of pregnant ewes at d 25
from ewes mated, and also percentage of ewes with late embryonic losses at d 40
from ewes diagnosed pregnant. If an ewe showed a sudden expulsion of fetuses, it
was recorded to calculate abortion rate as a percentage of ewes with abortion from
diagnosed ewes pregnant at d 40 post-mating. At lambing, parturition date and
number of newborn lambs were recorded from each ewe. Using this data, gestation
length, lambing rate, fertility, fecundity, prolificacy, and percentages of single and
multiple lambing were calculated. Gestation length was obtained by counting the
number of days elapsed between mating and lambing. Lambing rate was the
percentage of ewes lambed from pregnant ewes previously diagnosed at d 25, while
fertility was the percentage of ewes lambed from ewes mated. Additionally, fecundity
was calculated as the percentage of lambs born from ewes mated and prolificacy as
the number of newborn per ewe lambed. Finally, single or multiple lambing were
calculated expressing the number of ewes lambed with one lamb (single) and with

two or more lambs (multiple) as a percentage of the total of ewes lambed.

4.4.6. Statistical analysis

All data were analyzed using procedures of SAS program [19]. Body weight,
BCS, time to estrus, gestation length and prolificacy was subjected to analysis of
variance under a randomized complete block design using the GLM procedure.
Same design but with repeated measures across time was used to analyze serum
metabolite and progesterone concentrations through the MIXED procedure. Models
included fixed effects of block (initial BW), treatment (feeding regimen), time (days
post-mating) and the treatment X time interaction. Additionally, animal within

treatment was used as the random effect. Means were separated with the
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LSMEANS/PDIFF option, considering significant differences at P < 0.05. Variables
expressed in percentages were analyzed with a chi-square test using the FREQ
procedure at P < 0.05.

4.5. Results
4.5.1 Body weight and body condition score

Compared with Control and NRPOS ewes, lower BW (P < 0.01) and BCS (P <
0.03) were observed in NRPRE and TNR ewes at mating time (44.2 vs. 47.7 £ 0.7 kg
and 2.6 vs. 2.9 = 0.1 units in average), as well as in NRPOS and TNR ewes at d 50
post-mating (43 vs. 48.5 + 1.3 kg and 2.3 vs. 3.0 £ 0.1 units in average; Table 7). At
lambing, TNR ewes exhibited the lowest BW (P = 0.03; 44.8 vs. 48.2 £ 0.8 kg) and
BCS (P = 0.05; 2.6 vs. 3.0 = 0.1 units), while among NRPRE, NRPOS and control

ewes no difference was observed (P < 0.58).

4.5.2. Serum metabolites

The interaction treatment x time did not affect (P = 0.18) serum metabolite
concentrations. However, NR treatment altered (P < 0.05) serum glucose and
cholesterol concentrations, but not affected (P = 0.13) serum concentrations of
triglycerides, urea and total protein (Table 8). Meanwhile, NRPOS ewes showed the
lowest (P = 0.05) serum glucose levels (65.3 vs. 60.2 £ 2.1 mg/dL) and the highest (P
< 0.01) serum cholesterol levels (75.7 vs. 64.5 = 4.5 mg/dL); control, NRPRE and
TNR ewes had similar (P = 0.26) serum concentrations of these metabolites.

In addition, day post-mating affected (P < 0.01) serum concentrations of
glucose (Fig. 3), urea and total protein (Fig. 5), without affecting (P = 0.42) serum
cholesterol and triglyceride concentrations (Fig. 4). Similar (P < 0.12) glucose
concentrations were observed at d 2, 4, 8, 10, 12 and 20 post-mating, although two
falls (d 6 [50.5 £ 1.3 mg/dL] and 14 [55.4 + 1.3 mg/dL]) were detected (P < 0.05) in
levels of this metabolite across the sampling days. On the other hand, glucose levels
increased significantly (P < 0.05) at d 16 (65.9 £ 1.3 mg/dL) and 18 (63.9 + 1.3
mg/dL) compared with the other days. In the case of urea, the highest (P < 0.03)
mean values were observed at d 8 post-mating (27 + 1.4 mg/dL). Also, compared
with d 16 post-mating (19.1 + 1.4 mg/dL), serum urea concentrations were higher (P
<0.02; 23.2 + 1.4 mg/dL in average) atd 4, 6, 12 and 14, but similar (P 2 0.28; 21.1 £

1.4 mg/dL in average) relative to d 2, 10, 18 and 20. Moreover, serum protein
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concentrations increased between d 2 and 16 post-mating, being lower (P < 0.01) at
d 2 and 4 (6.5 = 0.1 mg/dL), intermediate (P < 0.01) between d 6 and 14 (7.4 £ 0.1
mg/dL), and higher (P < 0.03) atd 16 (7.9 £ 0.1 mg/dL). After d 16 post-mating, total
protein levels began to drop for an intermediate level (P < 0.01; d 20= 7.4 £ 0.1
mg/dL).

4.5.3. Serum progesterone

The feeding regimen x day post-mating interaction significantly affected (P =
0.03) serum progesterone concentration (Fig. 6). Progesterone mean values were
lower (P < 0.01) at d 2 and 4 than d 8 and 20 post-mating for ewes of the four
treatments. Before d 10 post-mating, progesterone concentrations were similar (P =
0.39) among treatments, but then (d 10 to 20) in NRPRE ewes were lower (P < 0.05)
than in TNR and NRPOS ewes. Control ewes had similar (P = 0.32) progesterone
concentrations than ewes of any other treatment among d 10 and 18 after mating,
and at d 20 post-mating their P4 concentrations were similar (P = 0.26) to those of
NRPRE ewes, but lower (P < 0.03) relative to NRPOS and TNR ewes. Additionally,
NRPOS and TNR ewes had similar (P = 0.23) progesterone concentrations after d 8

post-mating.

4.5.4. Reproductive parameters

NR treatments did not affect (P = 0.48) estrus behavior, pregnancy rate, early
embryo loss, abortion rate, lambing rate and gestation length (Table 9). Also, similar
(P = 0.40) fertility, fecundity, prolificacy and percentages of single and multiple
lambing were found by effect of NR treatments (Table 10).

4.6. Discussion
4.6.1. Body weight and body condition score

The experimental model widely used to assess the effects of peri-conceptional
undernutrition on reproductive performance in sheep is through exposing females to
NR periods before and after mating [20, 21] to provoke losses of BW and BCS, and
in consequence, metabolic and endocrine changes that may cause reproductive
failures [22]. A similar model was applied with success in the current study promoting
a reduction on BW and BCS before and/or after mating in crossbred hair ewes. The

mobilization of body reserves to compensate the nutritional deficiency in
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underfeeding experimental periods [23, 24] explains the results found at mating and
50 d after mating.

Interestingly, TNR ewes showed the lowest BW and BCS at lambing, which
suggest that long-term undernutrition around mating does not allow hair ewes to
return to its normal body state during mid and late gestation, despite that refeeding to
100% of nutritional requirements in the second and last third of gestation was offered
after the NR period. Few studies have evaluated the long-term impact of a period of
periconceptional undernourishment on BW and BCS of dams. However, in
agreement with our findings, NR 15 d before mating to 30 d post-conception in
Merino d"Arles ewes promoted lower BW at lambing in relation to a well-fed control
group [24]. Similarly, another study reported 9.6% lower BW at d 110 of pregnancy in
singleton bearing ewes by effect of the NR from 60 d before until 30 d after mating
[25]. Overall, this long-lasting effect due to long-term periconceptional undernutrition
on body status of dams may occur because the food consumed after d 50 of
pregnancy was used directly for fetal nutrition and to meet nutritional needs for
maintenance of mothers. Thus, restore body condition was not a priority in TNR
ewes. There are evidences indicating that it is not possible for these animals to either
mobilize body reserves to supply nutrients to fetuses and simultaneously recover
their body condition [24]. Additionally, low glucose and insulin concentrations have
been detected during the last third of gestation in ewes subjected to malnutrition

before and after conception, which is indicative of fails in the energy metabolism [26].

4.6.2. Serum metabolites

In the literature has been widely documented that food deprivation in ewes
promotes alterations in circulating levels of metabolites and metabolic hormones [9,
12]. However, there is high variation in results found, which has been linked to
several factors: breed, undernutrition level, duration of treatments and physiological
status [20]. In the present study, three NR treatments and a control group were
tested on serum metabolite concentrations during the first 20 d post-conception, but
only NR after mating showed to affect metabolite levels; specifically glucose and
cholesterol. Decreased glucose and increased cholesterol were observed in NRPOS
ewes compared with the other ewe groups. Therefore, an underfeeding post-mating
in these ewes provokes short-term alterations on energy metabolism but not of

protein. High adipose tissue mobilization as an immediate response to the nutritional
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deficit could explain the opposite changes between serum glucose and cholesterol
concentrations [25]. Gluconeogenesis decreases with the exposition of ewes to
malnutrition periods due to a drop in the ruminal production of propionate, which is
the main precursor for glucose [12,22]. This decrease is compensated by the glucose
synthesis from glycerol provided by adipose tissue lipolysis [12].

The fact that NR before or both before and after mating did not affect blood
metabolite concentrations associated with the energy and protein metabolism after
mating, suggests a high adaptability of this sheep genotype to scenarios of low food
availability. In the same way, a previous study reported no difference in blood
concentrations of glucose and urea in the first 30 d post-conception among
multiparous Romney ewes treated as control, NRPRE (60 d) and TNR (90 d) [26].
Additionally, these authors observed that metabolite concentration returned to normal
levels in NRPRE ewes with the refeeding ad libitum after mating. This shows the
metabolic plasticity of some sheep breeds to recover a normal metabolic functioning
with an adequate level of feed intake after suffering malnutrition; this explains what
happened in our NRPRE ewes. In the case of TNR ewes, perhaps undernutrition not
altered serum metabolite concentrations in the post-mating period because they were
able of achieving a metabolic stability under NR conditions during the 30 d prior to
mating; this can be inferred, since those ewes lost 11.5% of BW in the pre-mating
period (30 d) and only 5.4% in the post-mating period (50 d). The mobilization of
body reserves in ruminants subjected to underfeeding during long time does not
follow a linear pattern of decline, which is product of the activation of a glucose
sparing mechanism [27], as well as by the increased use of NEFA and ketone
bodies, instead of acetate and glucose, for energy metabolism [28].

On the other hand, serum concentrations of glucose, total protein and urea
varied across 20 d after mating, independently of the NR treatments. There were two
very notable decreases in glucose levels (d 6 and 14), which coincided with the
periods of blastocyst formation and implantation [21], this given that 98% of ewes
were pregnant in current study. Both periods of the early embryonic phase are
characterized by an increase in the cellular metabolic activity [11], and the glucose-
insulin system is responsible for providing sufficient energy to carry out these
processes [22]. Insulin binding to its receptor results in a stimulation of glucose
transports into the cells, being glucose a metabolic fuel for the reproductive

processes in animals [7]. In this sense, perhaps, glucose falls at d 6 and 14 are
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related with an increase in insulin levels, such as previously it were observed in Clun
Forest ewes [29]. Also, earlier gestation is characterized by high protein syntheses
used in the embryonic development, as well as in intra- and extracellular
communication within the embryo or between embryo-mother [20]. A previous study
indicated that slight increase in total protein concentrations can occur during the early
gestation period due to the embryo-specific protein production during the
implantation process, which can either be confined to the uterus or may appear in
maternal blood [30]. This may explain the pattern of total protein concentration
across the 20 d post-mating found in the study. In the case of serum cholesterol and
triglyceride concentrations, no change intro the first 20 d post-mating was observed,
which suggest that the lipid metabolism is little involved in the establishment of early
pregnancy, at least in hair crossbred ewes and under the methodological conditions
of this study. Partially in line with these results, similar blood levels of cholesterol and
triglycerides during follicular and luteal phase of the estrous cycle were detected in
cyclic Barki ewes [31]. Worth noting that there is not information on the role of
metabolites in the establishment of pregnancy in hair breed ewes, while using others
breed is little the information. By consequence, more information is needed to
understand the metabolite secretion patterns during the phase of early embryonic

development.

4.6.3. Serum progesterone

Several studies have evaluated the effects of periconceptional undernutrition
on blood progesterone concentrations in ewes; however, there are very few
researches where malnutrition time (before, after or both) relative to conception was
assessed for this hormone. Most studies reported greater progesterone levels in
underfed ewes than in control ewes in some time of the luteal phase from estrous
cycle [10, 32]; although, more recent publications suggest no effect of undernutrition
on concentrations of this steroidal hormone across the estrous cycle [33] or early
pregnancy [8, 23] in ewes. Overall, our results agree with the latter, and even more,
this study demonstrated that NR before and/or after mating does not modify
circulating levels of progesterone compared with well-fed ewes. We speculate that
studies reporting high progesterone concentrations during the first 20 d post-
conception by effect of periconceptional undernutrition is due to the manner in which

control group was fed (> 100% nutritional requirements). In the current study and
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those that indicate no effect of malnourished on progesterone, control ewes were fed
at 100% of nutritional requirements [14]. A negative relationship between feed intake
and blood progesterone concentrations has been demonstrated in mature ewes [9].
Moreover, there was higher serum progesterone concentration after d 8 post-mating
for NRPOS and TNR ewes than for NRPRE ewes.

This suggests that NR around mating slightly affects progesterone production,
but not so drastically as to be different compared to control group, at least in
crossbred hair ewes. Thus, is possible that progesterone levels in blood were
somewhat increased with underfeeding after mating and also decreased lightly by
underfeeding before mating followed by refeeding to a 100% of requirements. The
combination of both responses to NR led to this result in studied ewes. In
congruence with this hypothesis, there are studies indicating that an increase in
blood progesterone of underfed ewes can be due to: 1) a decreased hepatic blood
flow that induces low body clearance rate of steroid hormones [32], and 2) a high
mobilization of fat tissue, which stores selectively steroid hormones [9]. Contrarily,
low blood progesterone concentration in overfeeding ewes has been detected as
consequence of an increase in the hepatic metabolism [9]. Notably, our results
confirm that refeeding to 100% of nutritional needs after a 30-d undernutrition period
produces similar effects on blood progesterone concentrations in hair breed ewes

than in overfeeding ewes.

4.6.4. Reproductive parameters

The reproductive efficiency achieved in crossbred hair ewes after the
application of the synchronization protocol was not modified by the induced
undernutrition around mating, despite changes found in serum levels of glucose,
cholesterol and progesterone during early gestation as a consequence of NR
treatments. Therefore, these finding do not agree with those reported in previous
studies, which have suggested that periconceptional undernutrition can promote a
low reproductive performance in ewes due to the activation of metabolic, endocrine
and molecular mechanisms in order to compensate nutritional deficiencies [22, 24,
25, 33]. So the reproductive processes take second place, and the presence of
reproductive failures is common in underfed ewes before and after mating [20, 22,
33].

78



There are two hypotheses that could explain the lack of negative effects of NR
on reproductive performance of our crossbred hair ewes. First, the stimulatory effect
of the hormone PMSG on the follicular development was above possible deleterious
effects that can produce the underfeeding treatments on the development and
functionality of pre-ovulatory follicles [8]. The second hypothesis revolves around that
the loss of body condition provoked by NR treatments was not sufficient to endanger
the proper function of the reproductive processes to ovarian and uterine level at
mating time (2.65 + 0.1 units in average for NRPRE and TNR) and through the early
gestation (2.35 £ 0.1 units in average for NRPOS and TNR). Thereon, it has been
documented that ewes with a BCS between 2.5 and 3.0 units from a 5-point scale
have appropriate metabolic welfare, although a BCS < 2.0 or 23.5 units must be
avoided to prevent metabolic disturbances [34, 35]. In fact, Pelibuey breed ewes
have exhibited adequate estrous behavior, ovulation rate and follicular development
having BCS of 2.5 units [36]; in the same study indicated that an optimal BCS at
mating time for this sheep breed is 2.4 units. Finally, a third hypothesis is related to
the low number of replicates used per treatment (n=12), which perhaps did not allow
the detection of significant effects of NR around mating on reproductive parameters.
Therefore, results on reproductive efficiency demonstrate the need to develop more

research on this topic, but using more animals.

4.7. Conclusions

It is concluded that nutritional restriction before or after mating in crossbred
hair ewes have only detrimental effects during the restriction, but has no long-term
effect on BW and BCS. However, long-term NR in the perioconceptional period has a
negative impact on their body status, which extends until lambing. Additionally, the
NR to 60% of the feed intake required around the mating is not a factor limiting the
reproductive efficiency of ewes subjected to a synchronization protocol with synthetic
progestogens and 200 IU of PMSG; this despite the observed changes in energy
metabolism (glucose and cholesterol) and circulating blood levels of progesterone
after mating as a result of undernutrition treatments. Finally, this study demonstrates
that both glucose and protein metabolism could play a key role in the early embryonic
development and implantation of pregnant ewes, at least in crosses of Pelibuey

breed.
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4.9. Tables and figures

Table 6. Ingredients and chemical composition of diets used in pre- and post-

conception.

Item Pre-mating ® Post-mating °

Ingredients (%)°

Sudan hay 85.0
Alfalfa hay 15.0
Chemical composition

Dry matter (%) 92.2
CP (%)° 8.5

Ash (%)¢ 13.5
Ether extract (%)° 1.21
NDF (%) 61.31
TND! (%)*® 55.98
DE (Mcal/ Kg)®' 2.46
ME (Mcal/Kg)P? 2.02

80.0
20.0

92.3
9.0
13.8
1.16
64.21
54.32
2.39
1.96

@ Diet offered during 30 days before mating.

% Diet offered during 50 days after mating (first third of pregnancy).

¢ Amounts of each ingredient as fed basis.
4 Dry matter basis.

® TND= 91.0246 - (0.571588 x NDF) [17].
"DE= TND x 0.044 [18].

9 ME= DE x 0.82 [18].
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Table 7. Live weight and body condition score of crossbred hair ewes subjected to

nutritional restriction around the conception.

Items Treatments ®
Control NRPRE ~ NRPOS TNR o vale
BW (ko)
d 30 pre-mating 50.2 50.3 50.3 50.2 0.5 0.96
Mating 47.7a 44.0b 47.7a 44.4b 0.7 <0.01
d 50 post-mating 49.0a 48.0a 44.0b 42.0b 1.3 <0.01
Lambing 49.1a 47.7a 47.8a 44.8b 0.8 0.03
BCS (units)
d 30 pre-mating 2.9 3.0 3.0 2.9 0.06 0.31
Mating 2.9a 2.7b 2.9a 2.6b 0.1 0.03
d 50 post-mating 3.0a 3.0a 2.4b 2.3b 0.1 <0.01
Lambing 3.0a 3.0a 2.9a 2.6b 0.1 0.05

% Ewes fed 100% of nutritional requirements (control) or with 40% of nutritional
restriction before (30 d, NRPRE), after (50 d, NRPOS) or in both periods (80 d, TNR)

from mating.

Different letters in a row indicate differences among treatments.
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Table 8. Serum metabolite concentrations in the first 20 days post-conception of
crossbred hair ewes subjected to nutritional restriction around the conception.

Metabolites Treatments ® P-Value®

(mg/dL) Control NRPRE NRPOS TNR SEM 7 D TxD
Glucose 59.7a  59.6a 553b 61.2a 2.1 0.05 <0.01 0.30
Cholesterol 63.0a 65.8a 75.7b 64.8a 45 <0.01 092 0.21
Triglycerides 40.1 42.8 41.9 393 26 049 042 0.88
Total protein 7.4 7.3 7.4 71 016 0.67 <0.01 0.18
Urea 23.9 21.8 22.6 220 19 0.13 <0.01 0.37

% Ewes fed 100% of nutritional requirements (control) or with 40% of nutritional
restriction before (30 d, NRPRE), after (50 d, NRPOS) or in both periods (80 d, TNR)
from mating.

b Probability values for effects of treatments (T), days post-mating (D) and its
interaction (TxD).

Different letters in a row indicate differences among treatments.
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Table 9. Effects of nutritional restriction around the mating on estrus behavior,

pregnancy preservation and gestation length in crossbred hair ewes treated with

progesterone and PMSG for estrous synchronization.

toms Treatments ° P-
Control NRPRE NRPOS TNR Value

Estrus responses (%) 11/12 12/12 (100.0) 11/12 12/12 0.55

(91.7) (91.7) (100.0)

Time to estrus (h) 28.242.0 29.7£1.9 32.0£2.0 29.9+1.9 0.57

Pregnancy at d 25 11/11 (100) 12/12 11/11 (100) 12/12 0.99

(%) (K100.0) (100.0)

Early embryo loss 2/11 (18.2) 4/12 (33.3) 4/11 (36.4)  2/12 (16.7) 0.61

(%)

Abortion rate (%) 0/9 (0.0) 0/8 (0.0) 0/7 (0.0) 1/10 (10.0) 0.48

Lambing rate (%) 9/11 (81.8) 8/12 (66.7) 7/11 (63.6)  9/12 (75.0) 0.77

Gestation length (d) 150.34£0.56 150.6+0.61 149.140.71  149.9+0.60 0.55

% Ewes fed 100% of nutritional requirements (control) or with 40% of nutritional
restriction before (30 d, NRPRE), after (50 d, NRPOS) or in both periods (80 d, TNR)

from mating.
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Table 10. Effects of nutritional restriction around the conception on fertility and lamb
births in crossbred hair ewes treated with progesterone and PMSG for estrous

synchronization.

Treatments ?

Items P-Value
Control NRPRE NRPOS TNR

Fertility (%) 9/12 (75.0) 8/12 (66.7)  7/12(58.3)  9/12 (75.0) 0.78

Fecundity (%) 20/12 (166.7) 15/12(125.0) 11/12 (91.7) 17/12 (141.7) 0.40

Prolificacy 2.1+0.3 1.9+0.3 1.6+0.3 1.9+0.3 0.78

Single lambing (%) 2/9 (22.2) 2/8 (25.0)  3/7(42.9)  2/9 (22.2) 0.77
Multiple lambing (%)  7/9 (77.8) 6/8 (75.0)  4/7 (57.14)  7/9 (77.8) 0.77

% Ewes fed 100% of nutritional requirements (control) or with 40% of nutritional
restriction before (30 d, NRPRE), after (50 d, NRPOS) or in both period (80 d, TNR)

from mating.
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Fig. 3. Effect of day post-mating on serum glucose concentrations across the first 20
days post-mating in crossbred hair ewes subjected to nutritional restriction around

the conception (abc, different letters indicate difference among days at P<0.05 ).
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Fig. 4. Effect of day post-mating on serum cholesterol and triglyceride concentrations
across the first 20 days post-mating in crossbred hair ewes subjected to nutritional
restriction around the conception (abc, different letters indicate difference between

days at P<0.05).
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Fig. 5. Effect of day post-mating on serum total protein and urea concentrations
across the first 20 days post-mating in crossbred hair ewes subjected to nutritional

restriction around the conception (abc, different letters indicate difference between

days at P<0.05).
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Fig. 6. Effect of the interaction nutritional restriction treatments and days post-mating

on serum progesterone concentrations in crossbred hair ewes subjected to nutritional

restriction around mating (Not significant at P = 0.05 [n.s.] and differences significant

at P < 0.05 [*] among treatment within each day post-mating).

92



5. CONCLUSIONES GENERALES

La restriccion nutricional pre-empadre y primer tercio de gestacion provoco
pérdidas de peso vivo y condicidén corporal en las ovejas. Sin embargo, conforme la
alimentacion fue restablecida, las ovejas recuperaron su estado corporal a través de
la gestacién, excepto el grupo que se restringié por ambos periodos (80 d), las
cuales mantuvieron menor peso y condicion corporal al parto.

El nUmero de ovejas que manifestaron signos de estro y las horas al estro
después del retiro del progestdgeno no fue afectada por la restriccion nutricional pre-
empadre, lo que sugiere que este evento no produce suficiente caida del estado
corporal para afectar el conducta estral, o bien el tratamiento hormonal anulé los
posibles efectos negativos de la baja condicion corporal y la restriccién nutricional
sobre eje reproductivo en ovejas de pelo.

Las concentraciones de metabolitos sanguineos no fueron afectados durante
los primeros 20 d de gestacion por efecto del régimen de alimentacion, excepto
glucosa. EIl grupo restriccion post-empadre mantuvo la concentracion mas baja de
glucosa del empadre al d 20 de gestacion.

El perfil de progesterona fue modificado por la restriccion nutricional, siendo el
grupo restriccion en ambos periodos el que presento los valores mas bajos durante
los primeros 20 d de gestacion.

La exposicion de las ovejas a un periodo de restriccion nutricional pre-
empadre favorece el desarrollo de fetos de mayor talla y con abdémenes mas
grandes, situacion que podria tener un impacto negativo sobre el desarrollo y
crecimiento post-natal de las crias por alterar la trayectoria de crecimiento fetal.

Sin embargo, los regimenes de alimentacion no afectaron la prolificidad,
fecundidad, fertilidad, porcentajes de partos (simples y mudltiples), absorciones
embrionarias y abortos. En general, la eficiencia reproductiva no fue afectada por la
restriccion nutricional pre-empadre y primer tercio de gestacién en ovejas de pelo.
No obstante, para futuros estudios sobre la eficiencia reproductiva en este tépico se
recomienda incrementar el nimero de unidades experimentales por tratamiento para

disminuir la variacion.
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