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RESUMEN

En la reproduccién, los métodos naturales como el efecto ma-
cho (EM) y la accién de los aminodcidos neuroestimuladores
aceleran la pubertad e inducen la ovulacién en corderas. En
el presente estudio se consideré que la bioestimulacién del
carnero y la accién neurotransmisora de los aminoécidos, en
un reconstituyente energético comercial (REC, Metabolase”),
podrian modificar la frecuencia de pulsos de la hormona lu-
teinizante (LH) e inducir la ovulacién en ovejas prepiebres.
El objetivo fue evaluar el EM y la accién del REC para indu-
cir la primera ovulacién y caracterizar el pico preovulatorio
de LH en ovejas Pelibuey prepuberes. El disefio experimental
fue con un arreglo de dos factores (REC y EM) en dos niveles
cada uno (sin: s; con: c) y los tratamientos fueron asignados
al azar a 46 ovejas: T1 (n=12) testigo, ovejas sin REC y sin
EM (sRECSsEM); T2 (n=12) ovejas con RECy sin EM (cREC-
sEM); T3 (n=10) ovejas sin RECy con EM (sSRECcEM); y T4
(n=12) ovejas con REC y con EM (cRECcEM). La actividad
ovarica (AO) y la tasa ovulatoria (TO) se evaluaron por la-
paroscopia. Las caracteristicas del pico preovulatorio de LH
se evaluaron en respuesta al EM para confirmar la primera
ovulacién. La accién del REC, el efecto macho, asi como su
interaccién, no aumentaron (p>0.05) la cantidad de folicu-
los ovéricos de diferente didmetro. El efecto macho y su inte-
raccién con el REC aumentaron (p=<0.05) la TO (sSRECcEM:
0.70 y cCRECcEM: 0.75). La respuesta del pico preovulatorio
de LH fue similar (p>0.05) en las ovejas con EM con o sin
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ABSTRACT

In animal reproduction, natural methods like male effect
(ME) and the action of neuroexcitatory amino acids
accelerate puberty and induce ovulation in ewe lambs. In this
study it was found that the biostimulation of the ewe and
the neurotransmitter action of amino acids of a commercial
energy tonic (CET, Metabolase®) may change the pulse
frequency of luteinizing hormone (LH) and induce ovulation
in prepubertal ewes. The objective was to evaluate the ME
and CET action to induce ovulation and characterize the
preovulatory peak of LH in prepubertal Pelibuey ewes. The
experimental design included two factors (CET and ME) on
two levels each (without: wo, and with: w). The treatments
were randomized to 46 ewes: T1 (n = 12) control group: ewes
without CET and without ME (woCETwoME), T2 (n=12)
ewes with CET and without ME (WCETwoME), T3 (n=10)
ewes without CET and with ME (woCETwME) and T4
(n=12) ewes with CET and with ME (WCETwME). Ovarian
activity (OA) and the ovulation rate (OR) were evaluated by
laparoscopy. The characteristics of the preovulatory peak of
LH were evaluated in response to ME to confirm the first
ovulation. The action of the CET, the male effect as well as
their interaction, did not increase (p>0.05) the number of
ovarian follicles of different diameters. The male effect and
its interaction with the energy tonic increased (p=<0.05) the
OR (woCETWME: 0.70 and wCETwME: 0.75). The response
of the preovulatory peak of LH was similar (p>0.05) in ewes
with ME with or without CET (wCETwME: 91.7 % and
woCETwME: 70.0 %). The male effect and its interaction
with CET induce the preovulatory LH peak and the first
ovulation in prepubertal Pelibuey ewes.
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REC (cRECcEM: 91.7 % y sSRECcEM: 70.0 %). El efecto ma-
choy su interaccién con el REC inducen el pico preovulatorio

de LH y la primera ovulacién en ovejas Pelibuey prepiiberes.

Palabras clave: Bioestimulacién, LH, neurotransmisores, Ovis

aries, pubertad, tasa ovulatoria.
INTRODUCCION

| inicio de la pubertad en las hembras ovinas

se caracteriza por la activacién del eje hipota-

ldmico-adenohipofisario-gonadal que prece-
de al establecimiento de la actividad ovérica ciclica
(Amstalden ez 4l., 2011), la cual se modifica por el
suministro de hormonas exégenas para inducir el
pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH),
la ovulacién y la ocurrencia del estro (Letelier ez al.,
2011) o para acelerar su inicio, sincronizarlo y me-
jorar la eficiencia reproductiva en ovejas prepuberes
(Abecia et al., 2012).

Los eventos reproductivos responden a los facto-
res ambientales que incluyen el fotoperiodo, la nu-
tricién, el estrés y la bioestimulacién. Asi, el control
de algunos o todos estos factores, permite que la re-
produccién en las ovejas ocurra sin aplicar hormonas
exégenas (Scaramuzzi y Martin, 2008). Estos facto-
res pueden basarse en el conocimiento de los efec-
tos socio-sexuales y nutricionales (Scaramuzzi et al.,
2014). Los primeros se describen como una secuen-
cia de eventos fisiolégicos y endécrinos de ovejas en
anestro, en respuesta a las feromonas de un carnero
sexualmente activo (efecto macho) que culmina en
la ovulacién y en la formacién de un cuerpo liteo
(Hawken y Martin, 2012). Los efectos nutricionales
pueden observarse al complementar la dieta con ami-
nodcidos neuroestimuladores (Wu, 2010), energia
(Schneider ez al., 2012) u ofrecer una dieta integral
(Kara et al., 2010).

Los mecanismos nutricionales que regulan el ini-
cio de la pubertad implican la integracién de sensores
y efectores metabdlicos, en la funcién de las neuronas
que sintetizan la hormona liberadora de gonadotro-
pinas (GnRH) en el hipotilamo (Amstalden ez al.,
2011). Esta comunicacién neuronal se favorece por
la accién de neurotransmisores y aumenta con el su-
ministro de aminodcidos neuroestimulantes (Brann
y Mahesh, 1995): la arginina estimula la secrecién de
LH en ovejas prepuberes, por ser un constituyente
para activar el eje hipotaldmico-adenohipofisiario-
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INTRODUCTION

he onset of puberty in ewes is characterized

by the activation of the hypothalamic-

pituitary-gonadal axis that precedes the
cyclical ovarian activity (Amstalden er al, 2011).
This can be modified by exogenous hormones to
induce the preovulatory luteinizing hormone (LH)
peak, ovulation and estrus (Letelier ez al., 2011) or
just to hasten its onset, synchronize and improve
reproductive efficiency in prepubertal ewes (Abecia
etal.,2012).

Reproductive events respond to environmental
factors such as: photoperiod, nutrition, stress and
biostimulation. Therefore, controlling some or all
of these factors may allow sheep reproduction occur
without applying exogenous hormones (Scaramuzzi
and Martin, 2008). These factors may be based
on the knowledge of socio-sexual and nutritional
effects. (Scaramuzzi et al., 2014). The first set of
effects describes as a sequence of physiological and
endocrine events that occur to anestrous sheep in
response to the pheromones of a sexually active
ram (male effect). The outcome is ovulation and
the formation of the corpus luteum (Hawken and
Martin, 2012). Nutritional effects can be observed
when supplementing the diet with neuroexcitatory
amino acids (Wu, 2010), energy (Schneider ez al.,
2012) or offering a complete diet (Kara ez a/., 2010).

Nutritional mechanisms that regulate puberty
onset involve the integration of metabolic sensors
and effectors in the operation of the neurons that
synthesize gonadotropin releasing hormone (GnRH)
in the hypothalamus (Amstalden ez al, 2011).
This neuronal communication is carried out by
neurotransmitters and increase with the supply of
neuroexcitatory amino acids (Brann and Mahesh,
1995): arginine stimulates the secretion of LH in ewe
lambs since it activates the hypothalamic-hypophysis-
gonadal axis during pubertal development
(Recabarren et al., 1996); aspartate increases the
secretion of LH and testosterone in males (Estienne
et al., 2000); glutamate induces preovulatory LH and
accelerates puberty and reproductive behavior onset
(Mahesh and Brann, 2005). Glutamine, proline, and
glycine are involved in regulating health, survival,
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gonadal durante el desarrollo puberal (Recabarren ez
al., 1996); el aspartato aumenta la secrecién de LH y
testosterona en los machos (Estienne ez a/., 2000); el
glutamato induce al pico preovulatorio de LH, ace-
lera el inicio de la pubertad y el comportamiento re-
productivo (Mahesh y Brann, 2005). La glutamina,
la prolina, y la glicina participan en la regulacién de
la salud, la supervivencia, el crecimiento, el desarro-
llo, la lactancia y la reproduccién (Wu, 2010); o en la
expresién génica, la fertilidad, la neurotransmisién y
la inmunidad en los animales (Wu, 2014).

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la respuesta del efecto macho y la accién
de un reconstituyente energético comercial para in-
ducir la primera ovulacién y caracterizar el pico pre-
ovulatorio de LH en ovejas Pelibuey prepiberes.

MATERIALES Y METODOS
Localizacién del 4rea de estudio

El estudio se realizé de octubre a diciembre de 2011 en el
Laboratorio de Reproduccién de Ovinos y Caprinos (LaROCa)
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Es-
tado de México (19° 29’ N, 98° 53’ O, 2250 m de altitud y clima
Cb (wo) (w) (') g, que corresponde a templado subhtiimedo con
lluvias en verano, precipitacién y temperatura promedio anual de

636.5 mmy 15.2 °C; Garcia, 2004).
Animales experimentales y manejo

En el estudio se usaron 46 ovejas Pelibuey prepuberes de
215%8.3 d de edad y 24.40%3.54 kg de peso. Cada oveja con-
sumié 2.0 kg d~' de una dieta elaborada con heno molido de
avena (70 %) mezclado con un concentrado comercial (30 %) con
15 % proteina cruda y 2.9 Mcal EM kg™, sales minerales y agua
a libre acceso. El peso se registré cada semana para determinar
los cambios durante el estudio y registrar el peso en la primera

ovulacién.
Protocolo experimental y tratamientos

El diseno experimental fue con un arreglo de dos factores,
cada uno a dos niveles (2X2): Factor A, con (¢) y sin (s) el re-
constituyente energético comercial (REC, Metabolase®); y factor
B, con (c) y sin (s) efecto macho. Esto gener cuatro tratamientos
(T): T1 (n=12) ovejas testigo sin el REC y sin el efecto macho
(SRECSEM); T2 (n=12) ovejas con 100 mL del REC cada tercer
dfa durante 15 d y sin el efecto macho (cRECSEM); T3 (n=10)

growth, development, lactation and reproduction
(Wu, 2010); these amino acids are also involved in
gene expression, fertility, neurotransmission and
immunity in animals (Wu, 2014).

Therefore, the objective of this study was to
evaluate the response to the male effect and the action
a commercial energy supplement has on inducing the
first ovulation in prepubertal Pelibuey ewes as well as
characterize their preovulatory LH peak.

MATERIALS AND METHODS
Location of the study area

This study was conducted from October to December 2011
in the Sheep and Goat Reproduction Laboratory (LaROCa) at
the Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco,
State of Mexico (19° 29’ N, 98° 53’ W, 2250 m altitude and
Cb(wo)(w)(i')g climate; these is temperate subhumid with
summer rains, mean precipitation and temperature of 636.5 mm

and 15.2 °C; Garcia, 2004).
Experimental animals and handling

The study group consisted of 46 prepubertal Pelibuey ewes
of 215%+8.3 d age and weight of 24.40%3.54 kg. Each ewes
daily consumed 2 kg of feed consisting of: 70 % milled oat hay,
commercial supplement containing 15 % of crude protein and
2.9 Mcal metabolisable energy kg™' (30 %), unrestricted access
to mineral salts and water. They were weekly weighted in order
to keep record and to know the weight of each ewe during their

first ovulation.
Experimental protocol and treatments

The experimental design consisted of a two factor arrangement
of two levels each (2X2): factor A, with (w) and without (wo) a
commercial energetic tonic (CET, Metabolase®); factor B, with
(w) and without (wo) male effect. The combinations resulted
in the design of four treatments (T): T1 (n=12) control group:
without CET and without the male effect (woCETwoME); T2
(n=12) ewes with a 100 mL CET every third day for 15 days
and without ME (wWCETwoME); T3 (n=10) ewes without CET
and with the male effect for 56 h (woCETwME); and T4 (n=12)
ewes with a 100 mL CET every third day for 15 d and the male
effect for 56 h (WCETwME; Figure 1).

The CET (Metabolase®; Schiitze-Segen, Italy) contains in
each 100 mL: L-carnitine (613.3 mg), thioctic acid (20 mg),

pyridoxine (15 mg), cyanocobalamin (3 mg), acetyl methionine
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ovejas sin el suministro REC y con el efecto macho durante 54 h
(SRECcEM); y T4 (n=12) ovejas con 100 mL del REC cada
tercer dia durante 15 d y con el efecto macho durante 54 h
(Figura 1).

El REC (Metabolase®; Schiitze-Segen, Italia) contenia en
cada 100 mL: L-carnitina (613.3 mg), dcido tiéctico (20 mg),
piridoxina (15 mg), cianocobalamina (3 mg), acetilmetionina
(2000 mg), L-arginina (240 mg), L-ornitina (153.2 mg), L-ci-
trulina (120 mg), L-lisina (62.5 mg), glicina (150 mg), 4cido as-
partico (150 mg), 4cido glutdmico (150 mg), fructosa (5000 mg)
y sorbitol (8000 mg).

Durante siete semanas previas al efecto macho (EM), todas
las ovejas se mantuvieron a una distancia minima de 100 m del
corral de los carneros, para evitar el contacto visual, auditivo y
olfativo entre ellos; y asi aumentar el estimulo al momento del
contacto. Después, las ovejas expuestas al macho se condujeron a
un corral con una estructura metdlica interna, que permitié tener
contacto visual, olfativo y auditivo, pero no contacto fisico con
el carnero; lo cual facilitd el manejo durante la recoleccién de
sangre. Durante el EM el carnero se sustituyé por uno diferente

cada 4 h hasta las 56 h.

T1: sRECSEM (n=12)

Sin macho

)=
}7

-

(2000 mg), L-arginine (240 mg), L-ornithine (153.2 mg),
L-citrulline (120 mg), L-lysine (62.5 mg), glycine (150 mg),
aspartic acid (150 mg), glutamic acid (150 mg), fructose (5000 mg)
and sorbitol (8000 mg).

Seven weeks prior to the male effect stimuli (ME) and in
order to potentiate it when the time arrived, all ewes were kept
at a minimum distance of 100 m of the ramss pen, avoiding
visual, auditory and olfactory contact between them. After the
seven weeks, sheep to be exposed to the ME were confined in an
internal structure in the barnyard; this allowed the ewes and ram
to have visual, olfactory and auditory contact, but no physical
contact what so ever. The use of the structure facilitated the
handling at the time of the ewe’s blood sampling. During the
ME the exposed ram was replaced by a different one every 4 h
for 56 h.

Ovarian activity Assessment

All ewes were explored by laparoscopy (Mellisho er al.,
2006); at first, to diagnose the presence of the corpus luteum
(CL) 2 d before the interaction with the ram, and repeated 9 d

after in order to assess the response to the treatments (Figure 1).

Con macho

i T4:cRECcEM (1

Suministro del

\4

=12)

T3: sSRECcEM (n=10)

E . Y Mucstreo sangumco Y
: reconstituyente [ ]| | | | 1°] | | L]
PP LI 1 ‘ | | ‘ ‘ ‘ [ Laparoscopia
Laparoscopia _ 0 4 8
24 36 48 56h
| | | | |
| | | | |
0 34 47 49 56

Periodo experimental (d)

Figura 1. Protocolo de induccién a la ovulacién en ovejas Pelibuey preptberes en respuesta a la accién del reconstituyente ener-
gético comercial ((RECSEM), al estimulo con efecto macho (SRECcEM), a la interaccién de factores (C(RECcEM) vy al

tratamiento testigo (SRECSEM).

Figure 1. Protocol for ovulation induction in prepubertal Pelibuey ewes in response to the supply of the commercial energetic

tonic (WCETwoME), response to the male effect (woCETwME) and the interaction of both factors (WCETwME) and the

control group (woCETwoME).
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Evaluacién de la actividad ovirica

Todas las ovejas se exploraron por laparoscopia (Mellisho e#
al., 2006); la primera vez para diagnosticar la presencia de cuerpo
lateo (CL) y se realizé 2 d antes de introducir al carnero, y se
repitié 9 d después para evaluar la respuesta de los tratamientos
(Figura 1). Los foliculos ovdricos se clasificaron de acuerdo con
su didmetro aproximado (2 a 3 mm, 4 a 5 mm, y mayores de
6 mm; Bartlewski et a/., 2011). La tasa ovulatoria (TO) fue el
nimero total de CL presentes en respuesta a los tratamientos. El
porcentaje de ovejas que ovularon se determiné por laparoscopia

y con la presentacién del pico preovulatorio de LH.

Determinacion del pico preovulatorio de la

hormona luteinizante (LH)

En las ovejas estimuladas con EM se recolectaron 5 mL de
sangre via puncién de la vena yugular cada 2 h, desde 6 h an-
tes de introducir el carnero, hasta 56 h después de su presencia
(Figura 1), para observar el pico preovulatorio de LH inducido
por el EM y determinar la proporcién de ovejas que presentaron
el pico: 1) el inicio del pico es el tiempo transcurrido desde la
introduccién del carnero hasta que la concentracién promedio
basal de LH por oveja excedié como minimo dos desviaciones
estdndar y se mantuvo 4 h (Van Cleeff ¢t 4., 1998); 2) la du-
racién del pico es el tiempo desde su inicio o se mantuvo 4 h
y terminé cuando volvié a concentraciones basales (Van Cleeff
et al., 1998); 3) la amplitud del pico fue la diferencia entre la
méxima concentracién de LH (ng mL~") menos la concentracién
basal (CB) por oveja. La CB fue el promedio entre dos muestras
antes y después del pico preovulatorio (Mattioli ezal., 1986). Las
muestras de sangre se recolectaron en tubos de vidrio de 5 mL y
se centrifugaron a 600 ¢ por 15 min. En seguida se separé el plas-
ma por decantacién y se vertié en tubos de pléstico de 5 mL que
se almacenaron a —20 °C hasta cuantificar la concentracién de
LH. El andlisis se realizé por radioinmunoandlisis, con la técnica
de doble anticuerpo (Perera-Marin ez al., 2005), la cual detectd
como minimo 0.03 ng mL™'de LH y 5 y 8 % de coeficientes de

variacion para el intra e inter ensayo.
Anilisis estadistico

Los datos se analizaron con SAS® (SAS Institute Inc, 2012).
La cantidad de foliculos ovdricos observados por laparoscopia
se comparé con el procedimiento NPARIWAY y la prueba de
Kruskal-Wallis. La tasa ovulatoria se analizé con el procedimien-
to TTEST y la prueba de # pareada. La duracién y la amplitud del
pico preovulatorio sélo se determiné en las ovejas con EM, con

un andlisis estadistico de mediciones repetidas para un disefio

Ovarian follicles were classified according to their approximate
diameter (2 to 3 mm, 4 to 5 mm, and over 6 mm; Bartlewski
et al., 2011). Ovulation rate (OR) was the total number of CL
present in response to the treatments. The percentage of ovulating
females was determined by laparoscopy and by the presence of

the preovulatory LH peak.

Luteinizing hormone (LH) preovulatory

peak determination

In ewes stimulated with the ME, 5 mL of blood were
drawn via jugular puncture every 2 h, starting 6 h prior to the
interaction with the ram, and finalizing in the 56th h in the ram’s
presence (Figure 1). These, in order to observe the proportion
of ewes that showed the preovulatory LH peak induced by the
ME: 1) The beginning of the peak is the elapsed time since the
ram introduction until the baseline average concentration of LH
per ewe exceeded two standard deviations for 4 h (Van Cleeff
et al., 1998); 2) The duration of the peak is the time elapsed
from the beginning, or that remained for 4 h, and ended when
the levels returned to baseline levels (Van Cleeff ez al., 1998);
3) The peak amplitude is the difference between the maximum
concentration of LH (ng mL™") minus the basal concentration
(BC) per ewe. The BC is the average of two samples: before and
after the preovulatory peak (Mattioli ez al., 1986). Blood samples
were collected in 5 mL glass tubes, and centrifuged at 600 ¢
for 15 min. Afterwards plasma was decanted into 5 mL plastic
tubes and stored at —20 °C until the quantification of LH’s
concentration was performed. The analysis was performed by
radioimmunoassay, by means of the double antibody technique
(Perera-Marin ez al., 2005), which detects at least 0.03 ng mL™"
of LH and 5 % and 8 % of variation coefficients for the intra-

assay and the inter-assay.
Statistical analysis

Data was analyzed with the SAS® software (SAS Institute Inc.,
2012). The number of ovarian follicles laparoscopically observed
was compared with the NPARIWAY procedure through the
Kruskal-Wallis test. The ovulation rate was analyzed with the
TTEST procedure through the paired # - test. The duration
and amplitude of the preovulatory peak was determined only in
ewes subject to the ME, with a statistical analysis of repeated
measurements for a complete design with randomized treatments
done with the MIXED procedure (Littell ez 4/, 1998); the
sampling time was a fixed variable and the LH concentration the
random variable.

Data of the sheep that presented the preovulatory LH peak
was analyzed with a logistic regression with PROC LOGISTIC
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completo con tratamientos aleatorizados mediante el procedi-
miento MIXTO (Liteell ez al., 1998); el tiempo de muestreo fue
la variable fija y la concentracién de LH la variable aleatoria.
Los datos de ovejas que presentaron el pico preovulatorio de
LH se analizaron con una regresién logistica con PROC LOGIS-
TIC mediante la prueba de Wald. Con los datos de cambio de
peso se realizd ANDEVA con el procedimiento MIXTO (Littell
et al., 1998), se utiliz6 LSMEANS para calcular las medias de los
minimos cuadrados de los efectos fijos, y ADJUST para ajustar
las pruebas de comparacién mdltiple de medias en pares (Tukey,
p=0.05), con un modelo mixto en un arreglo factorial 2X2, mo-
dificado para observar los efectos principales e interacciones en el

periodo de evaluacién (semanal):

Yijkl=p+Ai+ Bj+ (A*B)ij+ dij+ P+ (A*P)ik+ (B*P)jk
+(A*B*P)ijk-+ Eijkl

donde Yijkl: variable respuesta, #: 1,2; j: 1,25 4 1,2...11; £ 1,2,;
u: media general; Az efecto del factor A, reconstituyente ener-
gético comercial en # Bj: efecto del factor B, efecto macho en
Ji Phk=efecto del periodo P en k; dji: error aleatorio dentro de
efectos principales (tratamientos); (AB)ij, (AP)ik, (BP)jk, (ABP)
ijk, (AB)ij: efecto de las interacciones; Eijkl: error aleatorio.

El peso de las ovejas con EM en la primera ovulacion se de-
termind con andlisis por contrastes ortogonales con el procedi-
miento GLM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Foliculos ovéricos y tasa ovulatoria

La accién del cRECSEM, el efecto macho (sREC-
cEM), asi como su interaccién (c(RECcEM), no au-
mentaron (p>0.05) la cantidad de foliculos ovaricos
de 2 a3 mm, de 4 a 5 mm, ni los mayores a 6 mm
de didmetro. Hubo una cantidad mayor (p=<0.05) de
foliculos de 4 a 5 mm de didmetro sélo en las ovejas
testigo (SRECsEM; Figura 2).

Zavala-Elizarrards et al. (2008) indican que la
raza de las ovejas influye en la cantidad de foliculos
ovdricos, pero no en el didmetro folicular ni en la
tasa ovulatoria y reportan 9.3 foliculos de 1.5 mm
de didmetro y una tasa ovulatoria de 1.4 como pro-
medio para ovejas Pelibuey. Estos valores coinciden
con lo reportado por Pellicer-Rubio ez al. (2013),
pero difieren de los obtenidos en las ovejas Pelibuey
prepuberes, en nuestro estudio. Quizds la respuesta
de los tratamientos para aumentar la cantidad de
los foliculos ovdricos se relacione con el desarrollo
folicular ovdrico que presentaron las ovejas al iniciar
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through the Wald test. Data of weight variation was analyzed
with an ANOVA utilizing the MIXED procedure (Littell ez
al., 1998), LSMEANS was used to calculate the average of the
minimum squares of the fixed effects, and ADJUST to arrange
the multiple means test in pairs (Tukey, p=<0.05), with a mixed
model in a 2X2 factorial arrangement, modified to observe the

main effects and interactions in the evaluation period (weekly):

Yijkl=u+Ai+ Bj+ (A*B)ij+ dij+ Pk+ (A*P)ik+ (B*P)jk
+(A*B*P)ijk-+ Eijkl

where Yijkl: response variable, 7 1,2; j: 1,2; &2 1,2... 115 £ 1,2;
u: general average; Ai: effect of factor A, CET in i Bj: effect of
factor B, ME in j; Pk: effect of the period P in: djj: random error
within main effects (treatments); (AB)ij (AP)ik, (BP)jk, (ABP)ijk,

(AB)ij: effects of interactions; Eijkl: random error.
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A: laparoscopia para diagnéstico; B: laparoscopia para evaluacion
de tratamientos. % A: diagnostic laparoscopy; B: treatment evalu-
ation laparoscopy.

Figura 2. Foliculos oviricos en ovejas Pelibuey prepuberes en
respuesta a la accién del reconstituyente energéti-
co comercial (CRECSsEM), al efecto macho (sREC-
cEM), a la interaccién de factores (cCRECcEM) y al
tratamiento testigo (SRECSEM). ** p<0.01.

Figure 2. Ovarian follicles in prepubertal Pelibuey ewes in
response to the action of the commercial energetic
tonic (WCETwoME), the male effect (woCETWME),
interaction of both factors (WCETwME) and
control group (woCETwoME) ** p=<0.01.
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los tratamientos. Debido a que la diferenciacién fo-
licular se observa en el reclutamiento, donde los foli-
culos sensibles a las gonadotropinas son =2 mm de
didmetro, y en la seleccidn, los foliculos ovéricos de
4 mm de didmetro son los dominantes, y los demds
sufren atresia (Bartlewski ez a/., 2011).

La primer laparoscopia diagnosticé que ninguna
oveja presentd CL y la segunda mostré que la can-
tidad de CL no aument$ (p>0.05) por accién del
cRECSEM, pero si aumentd (p=<0.05) en las ovejas
Pelibuey preptiberes estimuladas con efecto macho
(sSRECcEM) y con la interaccién con el cRECcEM.
Esas ovejas presentaron s6lo un CL cada una, por lo
cual la tasa ovulatoria fue similar (p>0.05), pero su-
perior (p=<0.05) al de las ovejas testigo (sSRECSEM) y
al de aquellas tratadas con el cRECSEM (Cuadro 1).

Alcaraz-Romero et al. (2012) reportan 61.5% de
ovejas Pelibuey prepuberes que ovularon con efecto
macho y presentaron tasa ovulatoria de 1.4%0.2.
Esto difiere del 70 % de ovejas que ovularon con
efecto macho (SRECcEM) y presentaron tasa ovula-
toria de 0.7 en nuestro estudio. Cuando la ovulacién
se induce con la presencia del carnero, también se
estimula el inicio de la funcién luteal (Bartlewski et
al., 2002). Por tanto, en nuestro estudio, las ovejas
Pelibuey preptiberes estimuladas con efecto macho
ovularon por la presencia continua del carnero, la
cual estimulé la produccién de GnRH vy la secrecién
de LH (Abecia et al., 2012). Pero la similitud en la
tasa ovulatoria de las ovejas testigo (SRECsEM), con
respecto a las suministradas con el REC sin efecto
macho (cRECsEM), responde a una falla en la in-
duccién a la ovulacién y se atribuye a que la accién
del REC quizds no fue suficiente para estimular

The weight of the sheep subject to ME during their first
ovulation was determined through orthogonal contrast analysis
with the GLM procedure

RESULTS AND DiSCUSSION

Ovarian follicles and ovulation rate

The action of the CET (wCETwoME), the ME
(woCETwME) and their interaction (WCETwME)
did not increase (p>0.05) the number of follicles of
any size (2 to 3 mm, 4 to 5 mm, and bigger than 6
mm in diameter). The diameter of the majority of
the follicles (p=<0.05) was between 4 and 5 mm and
was observed in the control group (woCETwoME,
Figure 2).

Zavala-Elizarrards et al. (2008) reported that the
breed of the sheep has an impact in the number of
ovarian follicles, but not in their follicular diameter
or their ovulation rate. They reported 9.3 follicles
of 1.5 mm in diameter and a 1.4 average ovulation
rate in Pelibuey ewes. These values concurred with
those reported by Pellicer-Rubio ez a/. (2013), but
differed with the values obtained in prepubertal
Pelibuey ewes in the present study. Perhaps, the
response to the treatments that increase the number
of ovarian follicles is related to the ovarian follicular
development the female sheep presented at the
beginning of the treatments. Due that follicular
differentiation is observed at recruitment, where
follicles that are sensitive to gonadotropins have
=2 mm in diameter, and in the selection, 4 mm
diameter ovarian follicles are dominant, and the
others underwent atresia (Bartlewski ez a/., 2011).

Cuadro 1. Cantidad de cuerpos liteos en ovejas Pelibuey prepiiberes en respuesta a dos niveles del reconstituyente energético

comercial y el efecto macho.

Table 1. Quantity of corpora luteal present in prepubertal Pelibuey ewes in response to two levels of commercial energetic tonic

and male effect.

. Ovejas que ovularon  Cuerpos lateos Tasa
Tratamientos ;
(n) (n) ovulatoria
Ovejas testigo 12 0 0 0.00 a
Ovejas con reconstituyente energético y sin “efecto macho” 12 2 2 0.17 a
Ovejas sin reconstituyente energético y con “efecto macho” 10 7 7 0.70 b
Ovejas con reconstituyente energético y con “efecto macho” 12 9 9 0.75b

a, b: Valores con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (p=<0.05). ¢ a, b: Values with distinct letter in a column are

statistically different (p=<0.05).
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la actividad ovdrica. Esto coincide con el efecto si-
milar en la foliculogénesis y en las concentraciones
hormonales de ovejas testigo comparadas con las ali-
mentadas con racién extra de 500 g d™' de granos de
Lupinus luteus (Somchit e al., 2007). Pero nuestro
resultado contrasta con la diferencia en el inicio de la
pubertad en ovejas alimentadas con un complemento
de L-arginina (Hamra ez a/., 2003), o en la eficiencia
reproductiva en ovejas que recibieron mds vitaminas,
minerales, aminodcidos neuroestimuladores y sorbi-
tol en la dieta (Kara ez a/., 2010).

Pellicer-Rubio et /. (2013) no encontraron rela-
cién entre el efecto macho y el estado folicular de
las ovejas en anestro con la capacidad de ovular por
la exposicién del macho. Por tanto, quizds la accién
neuroestimuladora del glutamato, el aspartato y la ar-
ginina contenidos en el REC mejoré la respuesta al
efecto macho, y esta interaccién se reflejé en la tasa
ovulatoria, en la induccién del pico preovulatorio de
LH y la ovulacién (Estienne et al., 2000; Mahesh y
Brann, 2005; Wu, 2010). Estudios posteriores eva-
luardn la dosis y el suministro para cada aminodcido
en el REC, el aprovechamiento y funcién individual
para estimular la actividad ovdrica en ovejas prepube-

res (Wu, 2014).

Caracterizacién del pico preovulatorio de
la hormona luteinizante (LH)

El efecto macho (SRECcEM) y su interaccién con
el REC (cRECcEM) no afectaron (p>0.05) las ca-
racteristicas del pico preovulatorio de LH (Cuadro
2), el porcentaje de respuesta o la concentracién (Fi-
gura 3) del pico preovulatorio de LH en las ovejas
Pelibuey prepuberes.

The first laparoscopy showed that none of the
ewes presented CL and the second showed tha: the
CET (wCETwoME) did not increase the appearance
of the CL (p>0.05); however the appearance of
the CL did increase (p=<0.05) in ewes stimulated
with ME (woCETwME) and with the combined
treatment (WCETwME). These ewes had only one
CL each; therefore, the ovulation rate was similar
(p>0.05), but higher (p=<0.05) than the control
group (woCETwoME) and those treated with CET
(wCETwoME; Table 1).

Alcaraz-Romero et al. (2012) reported that 61.5%
of prepubertal Pelibuey ewes ovulated with the male
effect and presented ovulatory rates of 1.4+0.2. In
contrast, findings of our study included 70 % of the
ewes underwent ovulation due to the male effect
(woCETwME) and presented an ovulatory rate of 0.7.
When ovulation is induced with the ram presence,
the luteal activity onset is also stimulated (Bartlewski
et al., 2002). Therefore, in our study, the prepubertal
Pelibuey ewes subject to ME, showed ovarian activity
which in turn stimulated the production of GnRH
and the secretion of the LH (Abecia et al., 2012).
But, the similarity in the ovulation rate between the
control group (woCETwoME) and the group treated
only with CET without ME (WCETwoME) showed
that its action is not enough to induce ovaria activity.
This agrees with the similar effect in folliculogenesis
and hormones concentrations of control ewes, as
compared to those fed an extra 500 g d™" of Lupinus
luteus grains. (Somchit ez al., 2007). But our result
contrasts with the onset differences in puberty of
ewes fed with a L-arginine supplement (Hamra ez a/.,
2003), or the reproductive efficiency in female sheep
that ingested more vitamins, minerals, neuroexitatory

Cuadro 2. Caracteristicas del pico preovulatorio de LH en ovejas Pelibuey prepiiberes en respuesta al suministro del reconstitu-

yente energético comercial y el efecto macho.

Table 2. Characteristics of preovulatory LH peak in prepubertal Pelibuey ewes in response to the supply of commercial energetic

tonic and male effect.

Tratamiento Pico Inicio® Ocurrencia’ Duracién”  Amplitud?

(%) (h) (h) (h) (ng mL™")
8:31305,,5‘“ reconstituyente energético y con “efecto 10 700 12.0%44  21.1%33  11.5%1.0  17.6=0.8
Ovejas con reconstituyente energético y con “efecto 12 917  158%28 23.242.6 112418 17.5+0.8

macho”

No hubo diferencias entre tratamientos (p>0.05). "Media * error estdndar. ¢ There were no differences between treatments (p>0.05).

"Mean = standard error.
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Introduccién
del carnero

Concentracién de LH (ng mL™")
N
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Figura 3. Cantidades plasmadticas de LH en ovejas Pelibuey preptberes en respuesta al efecto del reconstituyente energético co-
mercial ((RECcEM) y la interaccién con el efecto macho (SRECcEM).

Figure 3. Quantity of LH in plasma of prepubertal Pelibuey ewes and to the interaction with male effect (woCETWME) in
response to the effect of the commercial energetic tonic (WCETwME).

La introduccién repentina de carneros en ove-
jas anovulatorias modifica la frecuencia pulsdtil de
GnRH y LH, la descarga preovulatoria de LH ocurre
de 3 a 30 h después de la introduccién del macho y la
ovulacién se presenta de 24 a 60 h (Hawken y Mar-
tin, 2012). Knights ez al. (2002) reportaron respuesta
total al pico preovulatorio de LH en ovejas expuestas
al carnero. Este valor es similar a los resultados obte-
nidos en nuestro estudio, y la similitud entre trata-
mientos coincide con la caracterizacién del pico pre-
ovulatorio de LH obtenida por Camacho-Ronquillo
et al. (2008); pero difiere de los valores reportados
por Knights ez al. (2002). Las diferencias se atribuyen
a que las ovejas en anestro ovulan en respuesta a la
introduccién del carnero, aunque el efecto macho no
estimule la secreciéon de LH, cuando la retroaccién
del estrégeno es demasiado fuerte (Martin y Cognie,
1984), o que la caracterizacién del pico preovulato-
rio de LH se determiné en época diferente del ano,
porque en época reproductiva se espera una respuesta
favorable al efecto macho (Chanvallon ez 4/., 2011).
Quizés la presencia continua del macho es el elemen-
to principal que desencadena la presentacién del pico
preovulatorio de LH, debido a que si el carnero se
retira antes de que la oveja ovule, la frecuencia de la
secrecion pulsdtil de LH se reduce a concentraciones
basales.

amino acids and sorbitol in their diet (Kara ez al.,
2010).

Pellicer-Rubio ez4/. (2013) found no a relationship
between the male effect and follicular status on ewes
in anestrous with ovulation capacity due to the ME.
Hence, it is likely that the neuroexitatory capacity
of glutamate, aspartate and arginine contained with
the CET enhanced the response to the ME and it is
showen in the ovulatory rate and in the induction
of the preovulatory LH’s peak and ovulation itself
(Estienne et al., 2000; Mahesh and Brann, 2005;
Wu, 2010). The dosage and supply of each amino
acid contained in CET as well as its individual use
and function in stimulating ovarian activity in young

ewes will be evaluated in subsequent studies (Wu,
2014).

Characterization of the preovulatory
luteinizing hormone (LH) peak

The male effect (woCETwME) and its
combination with CET (wWCETwME) did not affect
(p>0.05) the preovulatory LH peak characteristics
(Table 2), the response rate or concentration (Figure
3) of preovulatory LH peak in prepubertal Pelibuey

EwWes.
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Cambio de peso corporal

Durante el periodo experimental el efecto macho no
afecté (p>0.05) el peso de las ovejas pero la accién del
REC y su interaccién con el efecto macho ((RECcEM)
influy6 (p=<0.05) en el cambio de peso de las ovejas
(Cuadro 3).

Las ovejas tratadas con el REC y con efecto ma-
cho presentaron peso mayor que las del grupo testi-
go (p=0.05; cRECcEM 25.0%0.68 kg; sSRECSEM:
22.2%+0.68 kg). El peso de las ovejas con efecto ma-
cho en la primera ovulacién y con la interaccién con
el REC se registré a los 63 d del periodo experimen-
tal y fue similar entre tratamientos (p>0.05; sSREC-
cEM: 29.3 kg; cRECcEM: 29.8 kg; Figura 4).

En nuestro estudio, el peso a la primera ovulacién
se asemeja a los 27.6%0.2 kg de peso al primer CL
(Zavala-Elizarrards et al., 2008), pero difirié con los
39 kg de peso a la primera ovulacién en ovejas indu-
cidas al pico preovulatorio de LH con efecto macho
en época reproductiva (Al-Mauly ez 2., 1991). Tam-
bién fue similar a los 31.2+0.7 kg de peso a la pu-
bertad en ovejas que recibieron L-arginina (Hamra ez
al., 2003) y a los 32.5+1.4 kg de peso en ovejas con
efecto macho (Alvarez y Andradre, 2008). Estas dife-
rencias se relacionan con la nutricién y la actividad
reproductiva en rumiantes, debido a que las eviden-
cias son variables e inconsistentes (Zavala-Elizarrards
et al., 2008).

Las ovejas recibieron la misma dieta durante el
experimento; aunque se sometieron a técnicas como
la laparoscopia o recoleccién de sangre frecuente no
presentaron cambios de peso corporal. Es posible
que las condiciones de manejo en los animales, se
consideren como factor estresante para los eventos

The sudden interaction of rams with non-
ovulating sheep modifies the sheep’s pulse frequency
of GnRH and LH. The preovulatory LH peak occurs
3 to 30 h after the beginning of the interaction,
and ovulation takes place between 24 and 60 h
afterwards (Hawken and Martin, 2012 ). Knights
et al. (2002) reported that all ewes exposed to the
ram presented an LH’s preovulatory peak. This value
resembles the results obtained in our study, and
the similarity between treatments coincides with
the characterization of preovulatory LH obtained
by Camacho-Ronquillo ez a/. (2008); but differs
from the values reported by Knights e a/. (2002).
The differences are because the ewes in anoestrous
ovulate in response to the interaction with the male,
even though the male effect does not stimulate the
secretion of LH when the estrogen feedback is too
strong (Martin and Cognie, 1984). The differences
can also be attributed to the time of year when the
LH’s peak was measured, because during breeding
season a favorable response to male effect is expected
(Chanvallon ez al., 2011). Perhaps the continued
presence of the ram is the main element that triggers
the preovulatory LH peak, because if the ram is
removed before the ewes ovulates, the frequency
of the LH’s secretion pulse is reduced to baseline
concentrations.

Body weight change

During the experimental period the male effect
did not affect (p>0.05) the weight of the ewes, but
the action of the CET and its interaction with male
effect (WCETwME) influenced (p=<0.05) the weight
change of the ewes (Table 3).

Cuadro 3. Prueba para efectos fijos y la interaccidn por periodo semanal, para el cambio de peso en ovejas Pelibuey prepuberes,
en respuesta al reconstituyente energético comercial y al efecto macho.
Table 3. Test for fixed effects and weekly interaction for weight change in Pelibuey ewes, in response to commercial energetic tonic

and the male effect.

Efecto 0 7 14 21

Periodo experimental (d)

35 4 49 56 6 70 77 P

Reconstituyente energético*tiempo NS * * *
“efecto macho” x tiempo NS NS NS NS
NS * *

Interaccién x tiempo NS

* * NS * o NS **0.0011
NS NS NS NS NS NS NS 0.1237
o * NS NS o NS *0.0041

NS: No significativo (p>0.05); *p=<0.05; **p=<0.01. ¢ NS non-significant (p>0.05); * p<0.05; ** p<0.01.
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Figura 4. Peso corporal en ovejas Pelibuey prepuberes en respuesta al reconstituyente energético comercial ((RECSEM), al efecto
macho (sSRECcEM), a la interaccién de factores ((RECCEM) y tratamiento testigo (SRECSEM).

Figure 4. Body weight in prepubertal Pelibuey ewes in response to commercial energetic tonic (WCETwoME), the male effect
(woCETwME), interaction of both factors (WCETwME) and control treatment (woCETwoME).

reproductivos, en los que la disminucién en peso y la
condicién corporal baja sean una consecuencia (Do-
bson et al., 2012). Por tanto, el peso a la pubertad se
considera como variable indicativa que se relaciona
con los factores ambientales, como las condiciones
climdticas, el estado nutricional, la condicién corpo-
ral y el nivel de estrés (Zavala-Elizarrards ez al., 2008).

Las diferencias encontradas en la tasa ovulatoria
y ausentes en la actividad ovirica de las ovejas Peli-
buey preptberes en nuestro estudio, es posible que
se asocien a una atresia folicular mayor en ovejas con
el REC y sometidas al efecto macho, por lo cual se
observaron pocos foliculos reclutados y selecciona-
dos para el crecimiento, maduracién y ovulacion.
No obstante, esta hipétesis debe probarse en futuros
estudios. Pero la respuesta de las ovejas sin el REC y
sin efecto macho, sirvi6 para comparar los efectos de
los tratamientos mencionados. El pico preovulatorio
de LH se presenté en las ovejas expuestas a la presen-
cia del carnero, con o sin el suministro del REC. El
manejo de las ovejas por laparoscopia o durante la
recolecta de sangre, no afectaron el peso a la prime-
ra ovulacion de las ovejas Pelibuey preptberes con

REC.

Ewes treated with the CET and male effect
showed a higher weight gain than the control group
(p=<0.05; wCETwME 25.0%+0.68 kg; woCETwME:
22.2+0.68 kg). The ewes treated with male effect
and CET during their first ovulation were weighted
on the 63rd d of the experimental period and the
weight was similar between treatments (p>0.05;
woCETwME: 29.3 kg and wCETwME: 29.8 kg;
Figure 4).

In our study, the weight on the first ovulation is
similar to the 27.6%0.2 kg at the first CL reported
by Zavala-Elizarrards et al. (2008); but, differed
from the 39 kg at first ovulation in ewes induced the
preovulatory LH peak with male effect in reproductive
season reported by Al-Mauly ez al. (1991). Also, it
was similar to the 31.2+0.7 kg at puberty in ewes
receiving L-arginine (Hamra ez 4/., 2003) and to the
32.5%+1.4 kg in sheep subject to male effect (Alvarez
and Andrade, 2008). These differences relate to
nutrition and reproductive activity in ruminants
and with variable and inconsistent evidence (Zavala-
Elizarrards et al., 2008).

Ewes received the same diet during the experiment;
they did not show changes in body weight even
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CONCLUSIONES

La accién del reconstituyente energético, el efecto
macho, y su interaccién, no aumentan la cantidad
de foliculos ovdricos de didmetro diferente. Pero, el
efecto macho y la interaccién con el reconstituyente
energético mejoran la tasa ovulatoria, influyen en la
respuesta a la presentacién del pico preovulatorio de
LH y en el porcentaje de ovulacién.

El peso de las ovejas no cambia por el efecto ma-
cho, pero si con el suministro del reconstituyente
energético y la interaccién con el efecto macho du-
rante el periodo de evaluacién, aunque no hay cam-
bios en el peso a la primera ovulacién.
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though they underwent stressing techniques such
as laparoscopy and frequent blood sampling. The
conditions of animal handling may be considered
stressful for reproductive events, in which weight loss
and low body weight may be a consequence (Dobson
et al., 2012). Therefore, the weight at puberty is
considered as an indicative variable that is related to
environmental factors, such as weather conditions,
nutritional status, body condition and the stress level
(Zavala-Elizarraris et al.,

The differences found in the ovulation rate and
absent in the ovaric activity of prepubertal Pelibuey
ewes, in our study, may be associated with a major
follicular atresia in ewes supplied with the CET
and subject to male effect; that is the reason why
we observed few follicles recruited and selected for
growth, maturation and ovulation. Nevertheless, this
hypothesis should be tested in future studies. But the
response of ewes without CET and male effect served
to compare the effects of the above treatments. The
preovulatory LH peak occurred in sheep exposed to
the ram, with or without CET supply. The handling
of the sheep during laparoscopy and blood collection
did not affect the body weight in the first ovulation
of prepubertal Pelibuey CET.

CONCLUSIONS

The restorative action of the commercial energetic
tonic, the male effect, and the interaction of both,
do not increase the number of ovarian follicles of
different diameter. But the male effect combined with
commercial energetic tonic improves the ovulation
rate, influences the response to the presentation of
the preovulatory LH peak as well as the ovulation
percentage.

The male effect does not cause weight fluctuation
in prepubertal Pelibuey ewes; however, the
combination of male effect and commercial energetic
tonic during the evaluation period caused weight
gain, though there is no effect in the weight at the
first ovulation.

—End of the English version—
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