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11.OBJETIVOS

El trabajo que se propone a continuacion se ha realizado en su totalidad en la Granja
Experimental de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Autonoma de Barcelona, en €l
marco de las lineas de investigacidn del Departamento de Ciencia Animal i de los Alimentos de

esta Universidad. Sus objetivos son los siguientes:

1. Caracterizar los principal es aspectos morfol 6gicos de la ubre de dos razas ovinas de distinto
potencial genético y productivo, como son la Manchega y la Lacaune, sometidas a un
mismo sistema de manejo a lo largo de la lactacion, y estudiar los distintos factores de

variacion que pueden modificar lamorfologiamamaria

2. Realizar un estudio de larelacion existente entre la morfologia de la ubre y la produccion
lechera de las ovejas de ambas razas alo largo de lalactacidn, controlando laleche producida

en cada periodo de mediday laleche total de los animales utilizados.

3. Proponer una clasificacion lineal de diversos caracteres morfolégicos mamarios,
relacionandolos con los caracteres morfol 6gicos medidos y con la produccion lechera, con
la intencién de simplificar y hacer viable en la practica la utilizacion de la morfologia

mamaria en |os procesos de seleccion y mejora.

4. Vaorar € érea de la cisterna mamaria mediante ecografia mamaria, y relacionar dicha
medida con los pardmetros morfoldgicos externos de la ubre y con la cantidad de leche

producida por laoveja.

5. Determinar las variables que describen parciamente la variabilidad morfol 6gica de la ubre,
para establecer un sistema smplificado de evaluacion de ubres ovinas, y proponer una

clasificacion de ubres para las razas Manchegay Lacaune.

6. Estudiar los parametros de aptitud al ordefio mecanico de ambas razas ovinas, definidos por
el fraccionamiento de leche en la ubre o durante el ordefio mecanico, y por la cinética de
emision a méaquina, valorando las relaciones existentes entre estos caracteres y los

morfol 6gicos mamarios.

7. Estudiar el fraccionamiento de leche en la ubrey el area ecogréfica de la cisterna mamaria
en ovejas de raza Manchega y Lacaune, mediante la utilizacion de un bloqueador de los

receptores de la oxitocina.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
111-1. REBANO
111-1.1. Animales

En e presente trabajo de investigacion se han utilizado dos razas de ovino lechero de
distinto potencial productivo y parecido formato corporal, la Manchega y la Lacaune, a lo
largo de cuatro lactaciones sucesivas: 1996, 1997, 1998 y 1999. Las ovejas de raza Lacaune
son animales de ato potencial productivo, sometidos a un proceso de seleccidén genética
intenso durante los Ultimos afios, mientras que las ovejas de raza Manchega se caracterizan

por presentar una producciéon lechera media.

Las ovelas, en un total de 232 en e conjunto de la experiencia, pertenecian a rebafio
experimental de la Facultad de Veterinaria de la U.A.B, y se distribuyeron como se observa
enlaTablalll-1.

Tabla I11-1. Material animal.

Afio experimental

Raza

1996 1997 1998 1999
Manchega 63 45 25 10
Lacaune 24 32 23 10
Tota 87 77 48 20

111-1.2. Manejo del rebafio experimental

El rebafio se mangjé con un ritmo reproductivo de un parto a afio, inseminandose los
animales en el mes de julio, tras utilizar un tratamiento hormonal para la sincronizacion de
celos (esponjas vaginales impregnadas con FGA e inyeccion de PMSG en el momento de la
retirada de las mismas). Las ovejas que no quedaron gestantes por inseminacion se cubrieron

mediante monta natural controlada. La parideratuvo lugar de diciembre a enero.

El programa sanitario empleado en la granja experimental incluy6 vacunaciones de
enterotoxemia (Polibascol 9®, Schering-Plough Animal Health), clamidiasis (Bedsa-vac®, Fort
Dodge) y paratuberculosis (Gudair®, Schering-Plough Animal Health). La desparasitacion se

realiz6 dos veces al afio (antes de la cubricién y del parto; Hapasil®, Schering-Plough Animal
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Health). Los animales recibieron un tratamiento antibioterapico sistemético a secado
(Mastisalt secado®, Intervet). El rebafio esta saneado contra la brucelosis.

A continuacion se detalla e sistema de cria, la aimentacion y las diferentes

particul aridades de cada afio experimental:

Primer afio (lactacion 1996):

Los animales, de distintas edades y diferente nivel de produccién, se sometieron
después del parto y durante los 14 primeros dias, a un sistema de cria exclusiva, para
pasar posteriormente a un sistema de cria y ordefio simultaneos (C+O), en € que las
oveas se ordefiaban una vez a dia por la tarde, dejando que los corderos mamaran de
sus madres posteriormente durante toda la tarde-noche. El destete definitivo de los
corderos se reaizd a los 42 dias post-parto (Figura I11-1), pasando las ovejas a dos

ordefios diarios.

El rebafio experimenta se mantuvo en un régimen de semi-estabulacion, con
pastoreo sobre una pradera de rye-grass italiano (Lolium multiflorum Lam) como racion
base, durante seis horas, después del ordefio de la mafiana. La dieta de las ovejas se
suplement6 con 0.70 kg/dia de concentrado (81.3% de cebada, 13.6% harina de sojay
5.1% de corrector vitaminico-mineral), administrado en la sala de ordefio por la mafiana

y por latarde.
Segundo afio (lactacion 1997):
Los animales, también de distintas edades y diferente nivel de produccién, se

distribuyeron en dos grupos segun el sistemade cria:

a) cria y ordefio simultdneos (C+O): con un maneo similar a que se ha

detallado en el primer afio experimental.

b) cria exclusiva (C): los animales se sometieron a un sistema de cria exclusiva
hasta los 28 dias post-parto (Figura I11-1), momento en que se realizo €
destete brusco de los corderos. A partir de este instante las ovejas se

ordefiaron dos veces a dia.
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Figura III-1. Esquema del calendario experimental.
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Ladivision en lotes tuvo lugar alos 14 dias post-parto, durante €l periodo de cria,
y la distribucion de los animales se hizo en funcién de la produccion y composicion
guimica de la leche, nimero de corderos criados y recuento de células somaticas. Para
ello se realizaron dos controles consecutivos de produccién durante el periodo de cria,

segun lametodol ogia descrita por Doney et al. (1979) mediante el empleo de oxitocina.

El rebafio experimental se dispuso en grupos de 24 ovejas, diferenciadas en cuanto
al sistema de cria utilizado. Los animales, bajo un régimen de estabul acién permanente,
fueron alimentados en pesebre hasta la octava semana de lactacién, momento a partir

del cual salieron a una pradera de ray-grass italiano, durante seis horas a dia.

Durante el periodo de estabulacién, las ovejas recibieron como racion base
ensilado de maiz ad libitum y granulado de afafa deshidratada (0.8 kg/d), que se
distribuyeron conjuntamente y de forma colectiva en pesebre. Asimismo, dicha racién
se suplementd por la mafiana con 0.675 kg de concentrado (0.25 kg de harina de soja
deshidratada, 0.4 kg de cebada en grano y 0.025 kg/d de compuesto vitaminico-
mineral), en la sala de ordefio paralas ovejas del lote C+O y en pesebre paralas de cria
exclusiva (C), y por latarde las ovejas recibieron en pesebre cebada en grano (0.4 kg).
A partir de la octava semana de lactacion, coincidiendo con € inicio del consumo de la
pradera de rye-grass italiano, € ensilado de maiz y la afalfa deshidratada fueron

eliminados de la dieta, siendo sustituidos por heno de rye-grass ad libitum.

Tercer afio (lactacion 1998):

Todos los animales fueron sometidos a un sistema de cria 'y ordefio simultaneos

como €l detallado en el primer afio experimental.

El rebafio se mantuvo desde el parto en un régimen de semi-estabulacion, con
pastoreo en una pradera de rye-grass italiano como racion base, aproximadamente

durante seis horas después del ordefio de la mafiana.

L os animales se suplementaron con 0.5 kg/d de un concentrado granulado (60.6%
de cebada, 14.1% de harina de pescado, 20.2% de soja, 3.0% de sal y 2.0% de
corrector), administrado en la sala de ordefio. Ademéds, las oveglas consumieron una
mezcla de maiz y alfalfa deshidratada ad libitum y granulado de afalfa (0.4 kg/dia) en
pesebre.
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Cuarto afio (lactacion 1999):

Durante este afio se realizd una experiencia metodol 6gica, mediante la utilizacion
de un antagonista de la oxitocina (Atosiban®, Ferring Lab., Sweden) para valorar e
fraccionamiento de leche en la ubre de las ovejas. L os animales estuvieron sometidos a
un sistema de cria exclusiva hasta los 28 dias post-parto, pasando a ordefio mecanico
dos veces a dia. La dieta administrada fue similar a la descrita en e tercer afio
experimental (1998).

111-1.3. Ordefo mecanico

Los animales se ordefiaron en una sala tipo “ Casse”, con dos plataformas de 12 plazas
cada una, 6 unidades de ordefio con medidor de 2 litros (modelo Bellaterra®; Westfalia Surge
Ibérica S.L.), y en linea baja. Las caracteristicas de funcionamiento de la méquina de ordefio
fueron: vacio de 42 kPa, pulsacion de 120 ppm y 50% de relacion. El ordefio se realizo una
vez a dia, por latarde, en las ovejas ddl lote C+O, desde |a segunda semana post-parto hasta
el destete de los corderos (6% semana), y dos veces a dia (8:00 de la mafiana y 5:30 de la
tarde) en los animales de criaexclusiva (lote C), y del lote C+O, tras el destete de |os corderos

y durante todo el periodo de ordefio.
Larutina de ordefio empleada fue la siguiente:

colocacion de las pezoneras y extraccion de la leche “ordefio a méaquina’
(LM).

masaje de las regiones cisternales con las pezoneras colocadas, y extraccion
de leche de “apurado amaquina’ (LAM);

retirada de las pezoneras y desinfeccion de |os pezones por inmersion en una
solucion yodada desinfectante (P3-cide plus, Henkel Higiene S.A).

El secado de las ovejas se produjo cuando alcanzaron una produccion inferior a 200

ml/dia.
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111-2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Al inicio de las experiencias, se comprobo la repetibilidad del Calificador a medir los
caracteres morfologicos de la glandula mamaria. Para €llo, se utilizaron aeatoriamente 35
ovejas del afo experimental 1996, en las cuales se valoraron dos medidas consecutivas con un
intervalo de 30 minutos entre la primera y segunda. La repetibilidad presentada por el
Cdlificador alcanz6 valores de 0.81 a0.96 y 0.72 a 0.76, tanto para las variables morfol dgicas
mamarias medidas a través del método tradicional como para los caracteres lineales
estudiados, respectivamente. Estos resultados nos indican que el método de medida, en la
globalidad de los pardmetros estudiados (lineales y bioldgicos), es coherente y repetible, no
siendo necesaria la presencia de un segundo calificador para una mayor fiabilidad de los

resultados.

111-2.1. Control de Produccion de la leche

A lo largo de la lactacion se hizo un control semana de la produccion de leche de las
ovejas, obteniéndose e volumen de leche total (Ileche maquinay leche apurado maquina) en el

ordefio de lamafnanay de latarde.

111-2.2. Control de las caracteristicas morfol6gicas mamarias

Durante los cuatro afios experimentales, las caracteristicas morfol 6gicas mamarias se
valoraron ocho horas después del ordefio de la mafiana, en la sala de ordefio. Se realizaron tres
medidas a lo largo de la lactacion (30, 60 y 105 dias post-parto) tal como se muestra en la

Figuralll-1.

Para la obtencién de los datos de morfologia mamaria se empled como referencia la
metodol ogia descrita por Labussiére (1983), con la utilizacion de unaregla, un pie derey y un
medidor de angulos. Las variables estudiadas se midieron en cada una de las medias ubres,
derecha (d) e izquierda (i), para pezdn y cisterna mamaria, y se detalan a continuacion
(Figuralll-2):

a) medidas de la ubre

_ profundidad (P): medida en la parte posterior de la ubre, desde su insercion hasta

su base, con laayuda de unaregla (x 0.1 cm).
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_longitud (L): medida entre la parte posterior de la ubre (regién perineal) y la parte

anterior abdominal de lamisma, con laayuda de unaregla (= 0.1 cm).

__distancia entre pezones (d): medida entre lainsercion medial de los pezones, con la

ayuda de unaregla (+ 0.1 cm).

b) medidas del pezén

longitud ( /d y ¢i): medida entre la base del pezén (punto medio de lainsercién) y

el extremo del mismo, realizada mediante un pie derey (+ 0.1 mm).

anchura (ad y ai): medida en la parte media del pezdn, con un pie derey y poniendo

atencién en no deformarlo (£ 0.1 mm).

angulo de insercién de los pezones (angd y angi): medido respecto alavertical, con

la ayuda de un medidor de angulosy un nivel (x 0.5 grados).

¢) medidas de las cisternas

atura (hd y hi): medida entre e angulo inferior de lainserciéon del pezén y la base

delaubre, con laayudade un piederey (£ 0.1 mm).

Figura I11-2. Caracteres morfol 6gicos mamarios medidos (visiéon caudal y lateral).

£, a: longitud y anchura del pezén; ang: angulo del pezdn; d: distancia entre pezones;
L, P: longitud y profundidad de la ubre; h: atura cisterna
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111-2.3. Variables morfoldgicas lineales

Paralelamente a estudio de las medidas morfoldgicas descritas anteriormente, se
propuso una calificacion lineal de los pardmetros mamarios, con lafinalidad de poder obtener
posteriormente un método rdpido y eficaz de calificacion de estas ubres, que permitiera

evaluar un gran nimero de animales.

Para €ello, se asigné a algunos pardmetros mamarios una puntuacién subjetiva,
estableciendo una calificacién lineal paralas medidas que se consideraron més representativas

delaubre, y que se definen a continuacién (Figuralll-3).

a) Pezbn

longitud de los pezones (TP): determinado por su longitud en pulgadas,

puntuado como pequefio (1), medio (2) y grande (3).

posicion de los pezones (TL): notacion subjetivade 1 a5, siendo la 2 vertical

y la5 muy craneal (Labussiere, 1983).

angulo de insercion (TA): definido por €@ éngulo de insercién del pezdn

respecto a la vertical, tomando como punto de referencia medio e angulo de
45° que recibe la notacion de 3, clasificando la vertical y la horizontal como 1

y 5, respectivamente.

b) Ubre

_ profundidad (TS): corresponde a la distancia entre la base y la insercién de la

ubre, teniendo como referencia el corvejon de la oveja con una puntuacion de

3, siendo 1y 5 poco y muy profunda, respectivamente.

En las variables subjetivas TA, TL y TS se consideraron también los valores

intermedios en la escala de puntuacion.

El tipo de ubre propuesta por Mikus (1978) como apta a ordefio mecanico (“udder
machine”) se caracteriza por poseer pezones verticales y de tamafio medio, implantados lo
mas bajo posible, y uniformes. De este modo, de acuerdo con |os parametros propuestos,
podemos distinguir como animales de tipo “ideal” aguellos que presenten las siguientes

puntuaciones:
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Figura I11-3. Tipologia de ubres. Calificacion Lineal propuesta.

a) TP : Longitud de los pezones b) TL : Posicién de los pezones

3:(=15"
— 2 (1-15")
ﬁ . n
¢) TA : Angulo de insercién. d) TS : Profundidad de la ubre

\f

5
3
45°
2
OO
a) Pezon

__longitud (TP): puntuacion éptima el valor 2, que equivale a pezones medianos.
Como hemos visto anteriormente en la revision bibliogréfica, los pezones
peguerios poseen e inconveniente de propiciar e aumento de la caida de las
pezoneras. Por otra parte, los pezones de gran longitud pueden sufrir
traumatismos y congestion, con una consecuente inadaptabilidad tras la

retirada de las pezoneras.

__posicion (TL): puntuacion Optima con valor 2 (Labussiéere, 1983). Los pezones
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con valores comprendidos entre 4 y 5, 0 sea adelantados, son responsables del
estrangulamiento de la base del pezon, durante e ordefio a méquina seguido

frecuentemente de la caida de pezoneras.

__angulo de insercion (TA): puntuacién Optima con méaxima verticalidad,
corresponde a valor 2. Las ubres con elevado angulo de insercion de los
pezones suelen presentar dificultad ala hora del ordefio, al necesitar el repaso

amaquinay/o incluso el repaso a mano.

b) Ubre

_ profundidad (TS): puntuacion Optima con valor 2. Las ubres con grandes

alturas o pendulares poseen de forma genera grandes cisternas y elevados
angulos de insercién de los pezones, que como se ha explicado anteriormente
son responsables de muchas caidas de pezoneras, asi como de una mayor
intervencion del ordeflador. Conviene sefidar, también, que las ubres
pendulares pueden estar mas predispuestas a lesiones, y dificultan la cria de

los corderos.

I11-2.4. Tipologia de ubres

Se redliz6 una evaluacion subjetiva de la ubre por “tipos’, segin el método de la
Tipologia de Ubres propuesta por Gallego et al. (1983a) para la raza Manchega, y gue tiene
en cuenta & angulo de implantacion de los pezones y la altura de las cisternas mamarias. Los

distintos tipos de ubres propuesto por estos autores se presentan en laFiguralll-4.

Figura I11-4. Tipologia de ubres propuesta por Gallego et al. (1983a).
| "'l. | 1
W 3
- -1 1l Iy

Esta tipologia se basd en los modelos propuestos por Sagi y Morag (1974) y Jatsch y

Sagi (1978), ideada principalmente en funcion del angulo de insercion y de la dtura de la
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cisterna mamaria, afiadiendo la tension del ligamento suspensor medio de la ubre, estimada
por la presencia (+) o no (-) del surco intermamario (Gallego, 1983). Asi, los tipos

considerados en la clasificacion de Gallego et al. (1983a) corresponden a:

Tipo I: pezones de inserciébn muy ata y grandes cisternas, con o sin ligamento
suspensor.

Tipo Il: pezones oblicuos, con o sin ligamento suspensor.
Tipo I1l: pezones verticalesy pequefias cisternas.
Tipo IV: ubre claramente asimétrica.

Posteriormente, y de forma andloga, se calificaron una sola vez, y en distintos estados
de la lactacion, un total de 500 ovejas de raza Lacaune pertenecientes a centro experimental

“Lafage’, Roquefort (France), afin de ampliar y contrastar |a muestra experimental.

111-2.5. Control ecogréfico de la cisterna de la ubre

Durante los tres ultimos afios experimentales se realizd una valoracion ecogréfica de
las cisternas de la ubre de las ovejas. Las medidas se realizaron con un ecografo portétil Ultra
Scan 900 (Ami Alliance Medical Inc; Figura I11-5a), utilizando una sonda sectorial de una
frecuencia de 5 MHz y angulo de 80°. Las imégenes obtenidas se transmitieron a un
ordenador portatil Olivetti, mediante el programa de transferencia de imagenes AmiScan
(AmiScan Application Version 1.0, 1993).

Las ecografias se realizaron segun el calendario experimental que se muestra en la
Figuralll-1, alos 30, 60 y 105 dias post-parto, en la sala de ordefio y ocho horas después del
ordefio de la mafiana. Las imagenes de la estructura interna de la ubre ovina se obtuvieron
direccionando la sonda desde € punto medio de la interseccion de las dos mamas (sulcus
intermammarius) hacia la extremidad del pezon (Figura I11-5a). Se realizaron dos ecografias

de cada media glandula mamaria.

Finalmente, las ecografias se analizaron con un paguete especifico de tratamiento de
imagenes (MIP 4 advanced - Microm Espaiia SA.y C.I1.D. S.L.; Figuralll-5b), que permite
medir el area cisternal (zona anecdica), para relacionar posteriormente dicha medida con los
valores de las distintas fracciones de leche, asi como con los demas parametros morfol 6gicos
de la ubre. Las imégenes fueron evaluadas tres veces con €l programa MIP 4, para

posteriormente promediar las medidas realizadas.
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Figura 111-5. Esquema de realizacion de la ecografia mamaria.
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(b) Programa M1P4 de tratamiento de imagenes
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111-2.6. Control del fraccionamiento de la leche

Después de cada medida ecogréfica (apartado 111-2.5), se vaoraron las distintas

fracciones de leche:

(a) Fracciones de ubre: en las lactaciones de 1997 y 1999 se extrgeron la leche
cisternal y la leche alveolar de la ubre, la primera con canula metélica o pléstica
(Figura 111-6), y la segunda ordefiando a mano después de una inyeccién
endovenosa de oxitocina sintética (Oxiton®, Lab. Ovejero, Ledn; 2UI), tras e

vaciado de la cisterna mamaria.

(b) Fracciones de ordefio: en la lactacion de 1998 se obtuvieron, mediante ordefio a
maguina, las fracciones de la leche de ordefio (LM y LAM) y lalecheresidual, esta
Gltima tras una inyeccién endovenosa de oxitocina sintética (Oxiton®, Lab.

Ovegjero, Leon; 2UI), posterior a ordefio, y medida conjuntamente con laLAM.

Figura I11-6. Extraccion y medida de laleche cisternal mediante canulaintramamaria.

Ademas de estos controles, alo largo del cuarto afio experimental (1999), se obtuvo €
fraccionamiento de la leche mediante la utilizacién de un antagonista de la oxitocina
(Atosiban®, Ferring Lab., Sweden; 10 ug/kg PV). Dicho producto blogquea temporalmente los
receptores de la oxitocina, evitando la contraccion de las células mioepiteliales del tejido
glandular, y consecuentemente la eyeccion de laleche. El objetivo de este ensayo fue realizar

una diferenciacion precisa de las fracciones de leche de la ubre: cisterna y aveolar.
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Para ello se utilizaron 20 ovejas lecheras (10 de raza Mn y 10 de raza Lc), de distintas
edades y niveles de produccién, en su decimotercera semana de lactacién. A todos los
animales se les controlaron ambas fracciones de leche de la ubre en e ordefio de la tarde, asi
como sus respectivas dreas cisternales mediante ecografia, utilizando dos metodologias

distintas en cada individuo:

(@) Sin el empleo del antagonista de la oxitocina Atosiban® (Ferring Lab., Sweden),
tal como se ha descrito anteriormente para las lactaciones de 1997 y 1999.

(b) Con e empleo del antagonista de la oxitocina Atosiban® (Ferring Lab., Sweden;
0.8 mg/oveja; Figura I11-7), que fue administrado por via endovenosa cuando los
animales todavia se hallaban en el corral, con €l objetivo de inhibir €l estimulo de
la eyeccidn de leche en las ovejas que se pudiera producir a entrar en la sala de
ordefio y ser manipuladas sus ubres. El tiempo transcurrido desde la aplicacion del
antagonista hasta la extraccion de la leche cisternal mediante la maquina de

ordefio, no puede ser superior alos 20 minutos (Wellnitz et al., 1999).

Las oveas se sometieron a ambos tratamientos de modo aleatorio y en dos grupos de

10 individuos cada uno (5 de raza Manchegay 5 de raza L acaune).

Figura I11-7. Utilizacion del antagonista de la oxitocina Atosiban® en la valoracion de las
fracciones de leche de la ubre. Desarrollo de la metodol ogia.
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En ambas metodologias, tras realizar la ecografia mamaria'y medir la leche cisternal,
se inyect6 a los animales por via endovenosa 4 Ul de oxitocina sintética (Oxiton®, Lab.
Ovegjero, Lebn), para una completa extraccion de la fraccion alveolar de la ubre. La leche
extraida de las fracciones cisternal y alveolar fue analizada en cuanto a composicion quimica

y recuento de células somaticas.

La muestra de leche para € andisis de la composicion quimica se conservo con
dicromato potésico (0.03%), a una temperatura de 4°C, para su posterior andlisis quimico en
laboratorio.

El andlisis para la determinacion de la grasa, proteina bruta, materia secay caseina se
realiz6 mediante un equipo de espectroscopia de reflectancia en infrarrojo cercano (NIRS;
InfraAlyser 450, BrantLuebbe, Norderstedt, Germany). Las lecturas se hicieron por
duplicado, en capsulas de aluminio con paso optico de 0.3 mm, siguiendo la metodologia
descrita por Albanell et al. (1999).

Parala calibracion del equipo serealizaron andlisis quimicos de algunas muestras,
también por duplicado, utilizando los métodos oficiales de referencia: para la grasa bruta €
método Gerber (IDF, 1991), para la proteina bruta el método Kjeldahl (N x 6.38; IDF, 1993)
con un equipo Kjeltec Auto 1030 Analyzer (Tecator, Hoganas, Suecia), parala materia seca
estufa a 102 + 1°C (IDF, 1982), y para la caseina e método con precipitacion a tampon
acetato pH 4.2 (IDF, 1964).

Las muestras de leche para € andisis del recuento de células sométicas fueron
recogidas en cdpsulas de 50 ml, afiadiendo una pastilla de Bronopol (de accion bactericida;
Broad Spectrum Microtabs®ll, D&F Control Systems, Inc/USA) para su conservacion. Las
muestras, tras su toma, se analizaron en un plazo inferior alas 48 horas en €l Instituto L echero
de Cataufia (ALLIC), con un aparato Fossomatic y mediante € método fluoro-
optoelectronico. Dicho método redliza el recuento automatico de las células sométicas,

tifiendo previamente las mismas con un col orante fluorescente.

111-2.7. Control de la cinética de emision de leche

Ademas de la ecografia mamaria, en los tres Ultimos afios experimentales se valoro la
cinética de emision de leche de cada media ubre en tres momentos de la lactacion, las
semanas 6, 10 y 14 post-parto (Figura 111-1). Para el estudio de las curvas de la cinética de
emision se realizaron dos registros en dias sucesivos, durante €l ordefio de la tarde, utilizando
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para ello e méodo denominado "manua” (Ricordeau et al., 1963; Figura 111-8), cuya
repetibilidad en relacion con el método automético ha sido comprobada por Purroy et al.
(1982).

Este método consiste en la anotacion, en tiras de papel milimetrado y adosadas a los
medidores de leche, de la cantidad de leche recogida a intervalos constantes de cinco

segundos, para posteriormente dibujar y calificar las curvas de emision obtenidas.

A partir de dichas curvas se intent6 clasificar a los animales en dos grupos (ver
apartado 1-7.3), que fueron definidos por Labussiere y Martinet (1964), y que se caracterizan

por:

e “1 pico”, con un maximo de emision correspondiente a la leche cisternal. Pueden
considerarse oveglas de dificil ordefio por no presentar e reflgo

neuroendocrino de eyeccion.

e "2 picos”, que presentan dos maximos de emisién, correspondientes a las fracciones

de leche cisternal y alveolar

Debido a la existencia de ovejas que no diferenciaban con claridad los dos picos de
emision, se optd por definir un tercer grupo con aquellos animales en los que, teniendo un
tiempo de emision prolongado y elevados caudales de leche, no se pudo determinar con
exactitud el inicio de la segunda emision. Asi, como nuevo elemento de clasificacion, se

introdujo un tercer tipo de curva de emision definida como:

* “enmeseta”, en las que no se diferencian claramente el primer y segundo picos, ya
gue la primera emision ain no ha finalizado cuando aparece el segundo

pico.

Estas curvas permitieron calcular 1os siguientes parametros:

« LMP1: volumen de leche recogida en el primer pico de emisién. Equivaente a la
fraccion de leche cisternal.

« LMP2: volumen de leche del segundo pico de emisién, recogida en el medidor
desde la aparicion de la segunda emision hasta e final. Es la leche emitida
por la accion de la oxitocina sobre las células mioepiteliales.

« LMPT: volumen total de leche equivalente a primer y segundo pico de emision,
recogida en € medidor desde la aparicion de los primeros chorros de leche
hasta el final. Equivale alafraccidn de leche a maquina.
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+QM1: flujo méximo del primer pico. Cantidad méxima de leche emitida en 5
segundos, alo largo de la primera emision.

+QM2: flujo méximo del segundo pico. Cantidad méxima de leche emitida en 5
segundos, alo largo de la segunda emision.

- P1: momento en que se presenta e maximo del primer pico. Tiempo
transcurrido desde la aparicion de los primeros chorros de leche en el
medidor y € momento de aparicion del caudal maximo de la primera
emision.

- P2: momento en que se presenta el maximo del segundo pico. Tiempo
transcurrido desde la aparicion de los primeros chorros de leche en el
medidor y € momento de aparicion del caudal maximo de la segunda
emision.

+D: tiempo de demora, que es e momento en que se inicia e segundo pico.
Tiempo transcurrido desde la aparicion de los primeros chorros de leche en
el medidor y el inicio de la segunda emision.

. T: tiempo total de duracion de la emision de leche en el ordefio a méquina,
calculado desde la llegada de los primeros chorros de leche recogidos en €l
medidor, hasta el momento en que € flujo de leche esinferior a 5ml/5seg.

« QX: volumen medio en 60 segundos de emisién. Calculado a partir de los
valores del volumen total de lechey € tiempo total de emision, mediante la
expresion:

X = sl 60
T

+« QMM: volumen maximo en un minuto de ordefio. Calculado a partir del maximo
caudal de leche obtenido durante el ordefio, mediante la expresion:

Cauda maximo de emision - 60
5

QMM =

Figura I111-8. Cinética de emision mediante el método manual.
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111-3. ANALISIS ESTADISTICO

L os datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico SAS (v. 6.12, 1996), con
excepcion del estudio de los conglomerados y andlisis discriminante, en el que se utilizo €l
paguete estadistico SPSS (v. 10.0, 1999).

111-3.1. Estudio de la Morfologia Mamaria

Para andlizar e efecto del niumero de lactacion (NL), se consideran tres niveles,
lactaciones 1, 2 y 3, incluyendo en la categoria 3 aquellas ovejas que se encontraban en la
tercera lactaciéon o en una superior. El efecto oveja (O) se consider6 aleatorio y los demés

efectos fijos.

111-3.1.1. Produccién de leche y caracteres morfol 6gicos mamarios

La repetibilidad entre ambos lados de la ubre para | as distintas variables se calcul 6 por
el procedimiento VARCOMP de SAS (v. 6.12, 1996), utilizando paraello e método REML.

En e modelo de andlisis de los caracteres morfolégicos mamarios se incluyé los
efectos del lado, raza, nUmero de corderos criados, numero de lactacion, estado de lactacion,
ano de la experiencia y oveja, con sSus respectivas interacciones, como se muestra a

continuacion:;

Yijklmnp =ut L + Rj + P+ NL +E,+A,+ Op(j)+ Rij'l‘ RNL“ + REjm + RAjn+ PNL, +
I:)Ekm"' I:>Akn"' NLEIm+ EAmn"’ €ikimnp

donde:

Yijimnp= oObservacion.

w = media

L; = efecto del lado (i : izquierdo y derecho).

R, = efectodelaraza(j : Manchegay Lacaune).

P« = efecto del nimero de corderos criados (k : 1, 2 0 méas de dos).
NL, = efectodd nimero delactacion (1 : 1, 2, 3 0 méas detres).

En = efecto dd estado de lactacion (m: 30, 60 y 105 dias posparto).
An = efecto del afio experimental (n: 1996, 1997 y 1998).

Opj = efecto delaoveaanidadaen raza

RPx = interaccion entre razay nimero de corderos criados.

RNL; = interaccion entre razay nimero de lactacion.

REm = interaccion entrerazay estado de lactacion.
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RAj, = interaccion entre razay afo experimental.

PNLy = interaccion entre niUmero de corderos criadosy numero de lactacion.
PExm = interaccion entre nimero de corderos criados y estado de lactacion.
PAwn = interaccion entre nimero de corderos criados y afio experimental .
NLE;m = interaccién entre nimero de lactacion y estado de lactacion.

EAmn interaccion entre estado de lactacion y afio experimental.

@jkmnp = €fecto residual.

L as variables de tamafio de ubre (profundidad, longitud y distancia entre pezones) y la
produccion media diaria de leche fueron analizadas sin €l factor lado y sus interacciones. Por
otra parte, la produccion total de leche a lo largo de la lactacion (17 semanas) se analizo

obviando el factor lado, estado de lactacion y sus respectivas interacciones.

Inicialmente se contempld en & andlisis el efecto del sistema de cria utilizado sobre
los caracteres morfolGgicos mamarios y caracteres productivos, pero como no se mostro
significativo, se optd por eliminar este factor, para simplificar e modelo utilizado en €l
andlisis de todas las variables. Lo mismo ocurrid con las interacciones del factor lado, que no

mostraron efectos significativos sobre |las variables estudiadas.

Todos los célculos se realizaron mediante e procedimiento Proc GLM de SAS (v.
6.12, 1996).

111-3.1.2. Relaciones entre variables

Para estimar las correlaciones fenotipicas fue utilizado e procedimiento Proc CORR
de SAS (v. 6.12, 1996), y para las fenotipicas residuaes se utiliz6 la opcion MANOVA, del
procedimiento GLM de SAS.

111-3.2. Estudio de los caracteres morfologicos lineales y Tipologia de ubres

111-3.2.1. Caracteres morfoldgicos lineales

Para €l andlisis de los caracteres lineales TL (posicion de los pezones), TA (angulo de
insercion) y TS (profundidad de la ubre) se utilizd el modelo matemético explicado en el
apartado 111-3.1.1. La variable linea TP (longitud de los pezones) fue analizada con €l
procedimiento NPARIWAY de SAS (v. 6.12, 1996), por tratarse de una variable linea de
sdlamente tres niveles y no presentar una distribucién normal. Para €l estudio de las relaciones

de esta variable y las demas variables morfoldgicas, se utiliz6 la correlacion de Spearman.
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Posteriormente a andlisis de la varianza, se hizo un andlisis discriminante con la
finalidad de constatar la fiabilidad de la clasificacion de ubres propuesta, a partir de las
variables morfol 6gicas que la definen. Para ello se utilizd la opcidn Discriminante del paquete
estadistico SPSS (v. 10.0, 1999).

111-3.2.2 Tipologia de ubres

Para estudiar las caracteristicas morfoldgicas mamarias que distinguen los distintos
Tipos de ubre de la clasificacion propuesta por Gallego et al. (1983a), se utiliz6 €l siguiente

modelo matemético:

Yij —u+R+ TUj + RTUij +g;

donde:
Yij = observacion.
w = media
Ri = efectodelaraza (i : Manchegay Lacaune).

TU; = efectode Tipodeubre(j: 1,2, 3y 4).
RTU;; = interaccion entrelarazay e Tipo de ubre.
8j = efecto residual.

El estudio de lafrecuencia de presentacion de los distintos Tipos de ubres alo largo de
la lactacion y segln el ndmero de lactacion, se realiz6 mediante un test de ¢ en que las

diferencias fueron consideradas significativas para valores de p<0.05.

Por ultimo, se utilizé el andlisis Discriminante, empleando para €llo las caracteristicas
morfolégicas mamarias, para constatar la fidelidad del método propuesto por Gallego et al.
(19834) de clasificacion de ubres ovinas.

111-3.3. Estudio ecografico de la cisterna mamaria

El modelo utilizado para € andlisis estadistico en esta experiencia, que fue
desarrollado mediante el procedimiento Proc GLM de SAS (v. 6.12, 1996), se presenta a

conti nuacion:
Yijimnp = W + Li + Rj + NL; + Em + An+ Opgy + RNLji + REjm + RAjn + NLEim + EAmn + &jimnp

donde:
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Yijimnp = Observacion.

u = media

Li = efectodel lado (i : izquierdo y derecho).

R; = efecto delaraza(j : Manchegay Lacaune).

NL, = efectode nimero delactacion (1 : 1, 2, 3 0 masdetres).

Em = efecto del estado de lactacion (m : 30, 60 y 105 dias posparto).

An = efecto del afo experimental (n: 1997 y 1998).

Oy = efecto aleatorio de la oveja anidada en razay nimero de lactacion.
RNL; = interaccion entre razay nimero de lactacion.

RE,n = interaccion entrerazay estado de lactacion.

RAj, = interaccion entrerazay afio experimental.

Z
=
m
3
I

interaccion entre nimero de lactacion y estado de lactacion.
EAm = interaccidn entre estado de lactacion y afio experimental.
Gjlmnp = efecto residual.

111-3.4. Agrupacion de caracteres morfoldgicos mamarios. Tipificacion de ubres

111-3.4.1. Andlisis factoria v de conglomerados

Para €l andlisis factorial se utilizd e procedimiento FACTOR del paquete estadistico
SAS. A fin de limitar el nimero de factores utilizados en este estudio se usd € criterio de

Meneigen, que emplea Unicamente aquellos factores con val ores propios mayores que 1.

Para las variables que poseen dos medidas, una para cada lado de a mama, se
consideraron en este andlisis solamente los datos de la glandula izquierda. Las variables
analizadas fueron: medidas del pezon (longitud, anchuray angulo de insercion), medidas de la

ubre (profundidad, longitud, distancia entre pezones), y altura de las cisternas mamarias.

Para el andlisis de conglomerados se utilizd € paquete estadistico SPSS (v. 10.0,
1999), método de K-medias, para con ello agrupar los caracteres morfol 6gicos mamarios y
desarrollar una nueva Tipologia de ubres.

111-3.5. Parametros de aptitud al ordefio mecanico

111-3.5.1. Fraccionamiento de leche

El modelo utilizado en el estudio de las fracciones de ubre y de ordefio, mediante €l
procedimiento Proc GLM de SAS (v. 6.12, 1996), fue e siguiente:

Yijimn = w + Lj + Rj + NL; + Eq + Ongiy + RNLj + REjm + NLEim + €jimn
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donde;:
Yijmn = Observacion.
u = media
L = efecto del lado (i = izquierdo y derecho).
R, = efecto delaraza (j = Manchegay Lacaune).
NL, = efecto del nUmero de lactacion (I = 1, 2, 3 0 mas de tres).
Em = efecto del estado de lactacion (m = 30, 60y 105 dias posparto).
Ongy = efecto delaovejaanidada en razay nimero de lactacion.
RNL; = interaccion entre razay nimero de lactacion.
REm = interaccion entrerazay estado de lactacion.

NLE, = interaccion entre nimero de lactacion y estado de lactacion.
efecto residual.

ajlmn

Para €l cllculo del porcentgje de las fracciones de ordefio, se realizo la transformacion
de los datos, expresandolos como raiz cuadrada, debido a la forma moderadamente sesgada

hacia |a derecha encontrada en la distribucion de los datos (Norman y Streiner, 1998).

Para estimar las correlaciones fenotipicas fue utilizado € procedimiento Proc CORR
de SAS (v. 6.12, 1996), y para las fenotipicas residuales se utilizo la opcion MANOVA, del
procedimiento GLM de SAS.

111-3.5.2. Cinética de emision de leche

En e modelo de andlisis de los parametros de cinética de emision se incluyeron los
efectos del lado, raza, nimero de lactacion, estado de lactacion (momento de medida), afio de
la experiencia, nUmero de picos de emision y oveja, con sus respectivas interacciones, como

Se muestra a continuacion:

Yijlmnop =ut L + Rj +NL,+E,+A,+ Pl + Op(j|) + RNL“ + REjm + RAjn+ RP|J'0+ NLEm +
I\“—Pllo"' EAmn+ EI:)Imo"' AI:)Ino"' ajlmnop

donde:

Y ijlmnop = ObSEfvaCI én

u = media

Li = efectodel lado (i : izquierdo y derecho).

R = efecto delaraza(j : Manchegay Lacaune).

NL, = efectodd nimero delactacion (1 : 1, 2, 3 0 més detres).

Enm = efecto dd estado de lactacion (m: 42, 70 y 98 dias posparto).
An = efecto del afo experimenta (n: 1997 y 1998).

Plo, = efecto del nUmero de picos de emision (0: 1,2y 3).
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Oyqy = efecto delaovejaanidadaen razay numero de lactacion.

RNL; = interaccion entre razay nimero de lactacion.

REn = interaccion entrerazay estado de lactacion.

RAj, = interaccion entre razay ano experimental.

RPlj, = interaccion entrerazay numero de picos de emision.

NLE, = interaccion entre nimero de lactacién y estado de lactacion.

NLPI, = interaccion entre nimero de lactacion y nimero de picos de emision.
EAmn = interaccion entre estado de lactacién y afio experimental.

EPlm, = interaccion entre estado de lactacion y nimero de picos de emision.
APl,, = interaccion entre afio experimental y nUmero de picos de emision.
&jmnop = €fecto residual.

En un modelo inicial de andlisis, se contemplaron las interacciones del efecto lado con
los demas factores de variacion, que fueron obviados por no presentar efectos significativos
sobre las variables estudiadas. Lainteraccion del nimero de lactacion y afo experimenta fue

omitida del andlisis por no ser posible su estimacion.

El estudio de la frecuencia de distribucion del tipo de curvas de emision, alo largo de
la lactacion y seglin € nimero de lactacion, se realiz6 mediante un test de c?, en que las

diferencias fueron consideradas significativas a partir de valores de p<0.05.

Posteriormente al andlisis de la varianza, se hizo un andlisis discriminante con la
finalidad de constatar |a fiabilidad de la clasificacion de la cinética de emision de leche, a
partir de las variables de cinética comunes a los tres tipos de curvas de emision definidas. Para
ello se utilizé la opcidn Discriminante del paquete estadistico SPSS (v. 10.0, 1999).

111-3.6. Uso de un bloqueador de los receptores de la oxitocina

Para e andlisis de los datos se utilizé € procedimiento Proc GLM de SAS (v. 6.12,
1996). El modelo utilizado en este andlisis fue el siguiente:

Yiw=u+Li+R + O+ Ti+RTj + eju

donde
Yijkl = observacion.
u = media
L = efectodel lado (i : izquierdo y derecho).
R = efecto delaraza(j : Manchegay Lacaune).
Oy = efectodelaovejaanidado araza
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T efecto del tratamiento utilizado (utilizacién o no del antagonista).
RT; = interaccion entrerazay tratamiento.
8l efecto residual.

Inicialmente se consideraron las interacciones del factor lado, que fueron obviadas por
no presentar efectos significativos sobre las variables estudiadas. Ademas, los valores del

recuento de células somaticas (RCS) se transformaron logaritmicamente, con el objetivo de
normalizar su distribucion.
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