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RESUMEN

En corderos, el vinculo con la madre durante la lactacion adelanta el desarrollo reproductivo e
incrementa el despliegue del comportamiento sexual. Sin embargo, no existe informacion de
cémo el vinculo con la madre durante la lactancia afecta el comportamiento sexual adulto en
competencia. El objetivo de este experimento fue comparar la respuesta enddcrina
(concentracion sérica de testosterona y cortisol) y el comportamiento sexual hacia una oveja
en celo en condiciones de competencia en carneros que fueron criados por sus madres 0
artificialmente. Para el trabajo se utilizaron 27 corderos machos de raza Ideal, los cuales
fueron asignados a dos grupos experimentales teniendo en cuenta el peso al nacimiento y la
fecha del parto: corderos criados artificialmente, separados de sus madres 24-36 horas luego
del parto (grupo CA, n=14); y corderos criados por sus madres hasta las 10 semanas de vida
(grupo CM, n=13). Ambos grupos fueron mantenidos en potreros diferentes durante todo el
trabajo. El destete se realiz6 cuando los corderos tenian en promedio 75 dias de edad, y
simultaneamente los corderos del grupo CA dejaron de recibir la leche ovina. Durante la
primera y segunda estacion reproductiva se realizaron a cada grupo tests de comportamiento
sexual frente a una hembra en celo, en no competencia y en competencia con una semana de
diferencia entre ambos. Los tests se realizaron en corrales de 5 m x 5 m en donde se
introdujeron 2 ovejas en celo inducido hormonalmente. En ambos tipos de tests (no
competencia vs competencia) durante 20 min se contabilizaron la cantidad de olfateos ano-
genitales, acercamientos laterales, flehmen, intentos de monta, montas, y montas con
eyaculacion de cada individuo, y se calculé la cantidad de montas con eyaculacién/montas
totales. Se colectaron muestras de sangre de cada carnero mediante venopuncion yugular
antes (tiempo 0), inmediatamente después de cada test (20 min), y a los 40 y 60 min, y se
determinaron las concentraciones séricas de cortisol y testosterona por radioinmunoanalisis.
Durante la primera estacion reproductiva, en los carneros CM disminuy6 el nimero de
flehmen (p=0,04) y tendi6 a disminuir el nimero de olfateos ano-genitales (p=0,10), a la vez
que se incrementaron las eyaculaciones/total de montas (p=0,03) y hubo una tendencia al
aumento de las montas con eyaculacion (p=0,09). En los carneros CA, solo hubo una
tendencia al aumento del nimero total montas (p=0,10) y una tendencia a la disminucién del
numero de flehemen (p=0,07). Durante la segunda estacion reproductiva, en ambos grupos
hubo una disminucion de las montas (CM p=0,003; CA p=0,001), montas con eyaculacién
(CM p=0,007; CA p=0,002), total de montas (CM p=0,002; CA p=0,001) y relacion entre
eyaculaciones/total de montas (CM p=0,01; CA p=0,002) por efecto de la competencia.
También se observé una disminucién en el nimero de: olfateos ano-genitales (p=0,02),
acercamientos laterales (p=0,02), e intentos de monta (p=0,02) por efecto de la competencia
solo en los carneros CA. No se observaron diferencias en las concentraciones séricas de
cortisol en ninguno de los grupos durante la primera y la segunda estacion reproductiva, tanto
en condiciones de competencia 0 no. La competencia disminuy6 las concentraciones séricas
de testosterona en los carneros CA durante la segunda estacion reproductiva en los test
competitivos. En conclusion, la presencia y el vinculo con la madre durante la lactacion afecta
positivamente la forma en que los carneros responden sexualmente en tests de competencia
por una hembra en celo.



SUMMARY

In lambs, the bond with the mother during lactation promotes the reproductive development
and increases the display of sexual behavior. However, there is a lack of information on how
the bond with the mother during lactation affects adult sexual behavior in competition. The
objective of this experiment was to compare the endocrine response (testosterone and cortisol
serum concentration) and sexual behavior towards estrous ewes in under competitive
conditions in rams that were raised by their mothers or artificially. For this, we used 27 Ideal
male lambs, which were assigned to two experimental groups, considering birth weight and
date of birth: artificially reared lambs were separated from their mothers 24-36 hours
postpartum (group CA, n = 14); and lambs raised at by their mothers were separated from
them at 10 weeks of age (group CM, n = 13). Both groups were kept in different paddock
throughout the work. Weaning was performed when the lambs were an average 75 days of
age, and simultaneously the lambs of the CA group stopped receiving ovine milk. During the
first and second breeding season, tests of sexual behavior toward estrous females were
performed to each group, in non-competitive and in competitive condition, with a week of
difference between them. The tests were carried out in 5 m x 5 m pens where 2 ewes were
induced into estrus with hormonal treatment. In both types of tests (non-competitive vs.
competitive) during 20 min, the frecuency of ano-genital sniffing, lateral approaches,
flehmen, mounting attempts, mounts, and mounts with ejaculation of each individual were
recorded, and the frequency of mounts with ejaculation / total mounts was calculated. Blood
samples from each ram were collected by jugular venipuncture before (time 0), immediately
after each test (20 min), and at 40 and 60 min, and the serum concentrations of cortisol and
testosterone were determined by radioimmunoassay. During the first breeding season, the
number of flehmen (p = 0.04) decreased in the CM rams and tended to decrease the number of
ano-genital sniffing (p = 0.10), while there was a increase in ejaculations / total mounts (p =
0.03) and there was a tendency to increase the mounts with ejaculation (p = 0.09). In CA
rams, there was only a tendency to increase the total numbers of mounts (p = 0.10) and a
tendency to decrease the number of flehmen. During the second breeding season, in both
groups there was a decrease in the mounts (p = 0.003, and p = 0.001, CM and CA
respectively), mounts with ejaculation (p = 0.007, and p = 0.002, CM and CA respectively),
total mounts (p = 0.002, and p = 0.001, CM and CA respectively) and the relation between
ejaculations / total mounts (p = 0.01, and p = 0.002, CM and CA respectively) due to
competition. There was also a decrease in the number of ano-genital sniffing (p = 0.02),
lateral approaches (p = 0.02), and attempted mounts (p = 0.02) due to competition only in CA
rams. No differences between groups were observed in serum cortisol concentrations during
the first and second breeding season, either under non-competitive or competitive condition.
Competition decreased serum testosterone concentrations in CA rams during the second
breeding season in competitive tests. In conclusion, the presence and bond with the mother
during lactation positively affects the way the rams respond sexually in competitive tests by a
female in estrus.



1. INTRODUCCION

1.1 Factores sociales que afectan el comportamiento sexual en carneros

En ovinos, el ambiente social en que se crian los corderos afecta el desarrollo reproductivo y
el comportamiento sexual adulto. Algunos factores socio-sexuales como el contacto
heterosexual especialmente en el periodo comprendido entre el destete y la pubertad, el
vinculo con otros machos (y por tanto la posicion jerarquica), y el vinculo madre-cria afectan
el comportamiento sexual adulto.

1.1.1 Contacto heterosexual

La falta de exposicion a hembras en celo durante el desarrollo temprano puede disminuir la
expresion de la conducta sexual en carneros (Price y col., 1994). Sin embargo en carneros de
un afo de edad, una o dos exposiciones relativamente breves a hembras en celo mejora su
rendimiento sexual (Price y col., 1991; Kridli y Said, 1999). Coincidentemente, otros trabajos
observaron que el contacto de los corderos con hembras en celo a los 7-8 meses mejoro la
actividad sexual de los mismos cuando adultos, aumentando la cantidad de montas y de
comportamientos relacionados al cortejo (Casteilla y col., 1987, Stellflug y Lewis, 2007). Los
carneros que fueron criados en contacto con hembras durante el desarrollo presentaron un
aumento de la concentracion de testosterona plasmatica y del tamario testicular (Ellis y col.,
1976a). Por el contrario, carneros criados en un ambiente homosexual mostraron poco interes
por ovejas en celo, incluso desplegando mas frecuentemente el comportamiento homosexual
(Zenchak y col., 1980; Orhiuela y Price, 2010). Katz y col. (1988) observaron resultados
similares, resaltando la importancia de las experiencias heterosexuales en el desarrollo precoz
del comportamiento sexual dirigido hacia hembras.

1.1.2 Jerarquia

Se ha demostrado que la jerarquia se establece desde una edad temprana en ovinos, y que la
posicion jerarquica afecta el desarrollo reproductivo de los corderos (Ungerfeld y Gonzalez-
Pensado, 2008). Los corderos de alto rango social maduran antes que los corderos de bajo
rango, lo que se evidencia por un aumento precoz del peso corporal, la circunferencia escrotal,
la produccion seminal y el desarrollo del comportamiento sexual dirigido hacia hembras
(Ungerfeld y Gonzélez-Pensado, 2008).

En situaciones de competencia todos los carneros disminuyen el despliegue del
comportamiento sexual independientemente de su rango social, ya que dedican tiempo a la
interaccion agonista (Ungerfeld y Gonzalez-Pensado, 2009; Ungerfeld y Acuesta, 2015). En
pruebas de competencia por una hembra se observd que los carneros de bajo rango son mas
afectados por la presencia de carneros de alto rango, que a la inversa, aunque todos
disminuyeron el despliegue del comportamiento de cortejo. Segiun Ungerfeld y Acuesta
(2012), los carneros de bajo rango social desarrollan tacticas oportunistas necesitando menos
montas para eyacular y asi mejorar su éxito reproductivo.

1.1.3 Vinculo madre-cria

El vinculo entre la madre y la cria es el factor social méas fuerte que tiene un cordero durante
su desarrollo (Poindron y Le Neindre, 1980). La madre es la primer congénere que los
neonatos encuentran, la que ademas proporciona las necesidades basicas del recién nacido
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incluyendo alimento, proteccion inmunoldgica, calor, abrigo y proteccién de los depredadores
(Lévy y Keller, 2008). También interfiere en el desarrollo fisiolégico, emocional y las
relaciones sociales posteriores de los mismos (Nowak y col., 2000; Lévy y Keller, 2008).

En ovinos, el vinculo entre la madre y la cria se establece inmediatamente luego del parto
(Poindron y Le Neindre, 1980), y se desarrolla bajo la influencia de estimulos hormonales y
sensoriales (primero olfativos, luego auditivos y visuales) (Nowak y col., 2011). El aumento
en las concentraciones periféricas de estrogenos preparto y la estimulacion vaginocervical
causada por la expulsion del feto, son eventos necesarios para el despliegue de la conducta
materna en ovinos (Nowak y col., 2011; Hernandez y col., 2012). En la expresion de la
conducta materna en la oveja intervienen dos componentes, la capacidad de respuesta materna
y la selectividad (Lévy y col., 2004). La capacidad de respuesta materna esta dirigida hacia
cualquier recién nacido que se presente a la oveja, y se establece durante un periodo critico
relacionado con el parto, de vital importancia para que la respuesta se mantenga (Lévy y
Keller, 2008). Los criterios utilizados para evaluar la capacidad de respuesta materna
consideran los siguientes indicadores: la emision de balidos de tono bajo, el lamido, el
amamantamiento y la ausencia de agresion materna. Inmediatamente luego del parto la madre
presenta una intensa atraccion por el liquido amnidtico que la induce a lamer la region ano-
genital de su cria, accion que seca y estimula al recién nacido (Lévy y Keller, 2008), a la vez
que la ayuda a reconocer las sefiales sensoriales de su descendencia (Nowak y col., 2011).
Dentro de las 2 h posteriores al parto la atencion materna se convierte en selectiva, lo que
significa que las ovejas restringen el cuidado a sus propias crias, rechazando enérgicamente
los intentos de succidn por parte de crias ajenas (Levy y col., 2008). Cuando se separan, tanto
la oveja como los corderos manifiestan reacciones de estrés, emitiendo vocalizaciones
intensas (balidos de tono alto) y aumentando la actividad motora (Poindron y col., 1994;
Nowak y col., 2011).

Tal es la relevancia del vinculo madre-cria, que la ausencia de la madre durante la lactacion
impacta negativamente en el comportamiento de las crias durante la etapa adulta. En
mamiferos en general, y en la rata en particular, la conducta de cuidado materno como el
lamido-acicalamiento regula el desarrollo de varias vias y sistemas relacionados con la
respuesta de estrés, la cognicion y la conducta (Meaney y Szyf, 2005, citado por Sequeira y
col., 2013). Por lo tanto, la ausencia de la madre en el periodo postnatal contribuye al
desarrollo de comportamientos similares a la depresién y la ansiedad, ademéas de modificar la
actividad de sistemas fisioldgicos homeostaticos relevantes durante la vida adulta (Mogui y
col., 2011; Nishi y col., 2013).

La mayoria de los trabajos en que se evaluo la influencia del vinculo con la madre sobre la
etapa reproductiva adulta de las crias, fueron realizados en roedores. Fillion y Blass (1986)
concluyeron gue los olores asociados con la succion durante la lactancia y los olores vaginales
de la madre estan relacionados con el comportamiento sexual de ratas macho adultas. La
estimulacion ano-genital a través del lamido materno contribuye al desarrollo de la conducta
sexual masculina y los mecanismos del sistema nervioso central que controlan los reflejos de
la copula (Moore, 1992). Las crias machos que recibieron menor frecuencia de lamidos ano-
genitales por parte de la madre tuvieron mayores intervalos intermontas cuando adultos
(Moore vy col., 1984; Birke y Sadler, 1987). Lenz y Sengelaub (2006) concluyeron que el
lamido materno de la region ano-genital de crias de ratas afecta el desarrollo del ndcleo
espinal del musculo bulbocavernoso (SNB), encargado de controlar los reflejos del pene
involucrados con la cépula. Rhees y col. (2001) observaron que la separacion temporal del
vinculo madre-cria durante la vida postnatal temprana afecta negativamente el
comportamiento sexual de ratas machos adultas. En sintesis, en roedores el lamido ano-genital



que reciben las crias de su madre durante la lactancia, contribuye al desarrollo reproductivo y
al comportamiento sexual de las crias machos adultas.

Hasta la fecha existen pocos trabajos que hayan estudiado como el vinculo madre-cria afecta
el desarrollo reproductivo y el comportamiento sexual adulto en ovinos. Al-Nakib y col.
(1986) observaron que los animales criados por sus madres presentaron mayor crecimiento
corporal, mayor tamafio testicular y mayor concentracién sérica de testosterona que los
animales criados artificialmente. Los autores concluyeron que los corderos criados por sus
madres presentan un desarrollo sexual precoz y un interés sexual tardio por ovejas en celo que
los corderos criados artificialmente. Sin embargo, cabe destacar que la cantidad de comida
ofrecida a los corderos criados artificialmente no fue ajustada en relacion a la que recibian los
corderos criados con sus madres lo que generd diferencias en la ganancia de peso. Kendrick y
col. (1998) observaron que los carneros que fueron criados por cabras prefirieron montar
cabras que ovejas demostrando que en los ovinos el vinculo entre la madre y su descendencia
masculina incluso determina las preferencias sexuales de los animales adultos. Recientemente
se report6 que el vinculo con la madre durante la lactacion adelanta el desarrollo reproductivo
e incrementa el despliegue del comportamiento sexual de los carneros durante la primera
estacion reproductiva (Damian y col., 2015).
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1.2 Comportamiento sexual
1.2.1 Comportamiento sexual en carneros

En los sistemas de cria en que se utiliza la monta natural, deben ocurrir una serie de estimulos
0 eventos tanto en machos como en hembras para que se alcance la fertilizacion. Al principio,
el carnero inicia una serie de actos motores con el fin de identificar el estado fisiologico de
una posible pareja sexual (ver revision: Pacheco y Quirino, 2010).

Para identificar el estado fisioldgico en el que se encuentra la hembra el macho olfatea la
region ano-genital de la misma (ver revision: Orihuela, 2014). Es comUn que en este momento
la oveja orine y el macho realice el comportamiento de flehmen, el que ayuda al carnero a
detectar si las hembras se encuentran en celo (Ungerfeld, 2011). Durante el flehmen, el macho
levanta el labio superior y lleva orina con la lengua hacia su paladar, poniéndola en contacto
directo con el 6rgano vomero-nasal, determinando asi la presencia o no de feromonas
(Ungerfeld, 2011). Estas son sustancias quimicas secretadas en la orina, heces o glandulas que
provocan respuestas especificas en los individuos de la misma especie (ver revision: Pacheco
y Quirino, 2010). Animales anésmicos en condiciones extensivas presentan dificultades para
identificar hembras en celo, pero finalmente logran hacerlo presumiblemente a través de
sefiales visuales o auditivas (ver revision: Orihuela, 2014).

Una vez identificada la posible pareja sexual, ya sea que la hembra se encuentre en celo o este
por comenzarlo, el carnero realiza una serie de comportamientos de cortejo estereotipados y
caracterizados por acercamientos laterales acompariados de vocalizaciones de tono bajo e
intentos de monta (Banks, 1964). Segun Kridli y Said (1999) la frecuencia de manifestacion
de cada comportamiento de identificacién o de cortejo se encuentra fuertemente influenciada
por la experiencia sexual. La exposicion de carneros inexpertos a ovejas en celo mejora su
rendimiento sexual (Kridli y Said, 1999).

Una hembra receptiva es aquella que permanece inmovil frente al comportamiento del macho
(Hull, M., Wood, I., McKenna, E., 2006). Frente a la receptividad de la hembra el carnero
comienza con la copula, que involucra una serie de eventos endocrinos y nerviosos que
determinan la ereccion del pene, la monta, la intromision y la eyaculacion (Ungerfeld, 2011).
Durante la monta, el carnero salta y aloja entre sus patas delanteras la region posterior de la
hembra (Banks, 1964). La monta puede ir acompariada de movimientos pélvicos y ereccion,
pero sin intromision ni eyaculacion (monta sin eyaculacién), o producirse con intromision y
eyaculacion. La eyaculacion se evidencia por una contraccion pélvica vigorosa denominada
“golpe de rifion”, acompafiada de movimientos de propulsion de las patas traseras (Banks,
1964; ver revision: Orihuela, 2014). La eyaculacion es el pasaje del semen por la uretra
peneana (Hafez y Hafez, 2002), y se produce cuando el glande del pene toma contacto con la
mucosa vaginal y culmina con el desmonte del macho (Banks, 1964).

1.2.2 Bases neurales del comportamiento sexual

Las &reas cerebrales mas importantes involucradas en el comportamiento sexual del macho
son el area pre dptica media y los nacleos amigdalinos mediales y corticales (Hull, M., Wood,
I., McKenna, E., 2006). Si se lesiona el area pre Optica media se bloquea la expresion del
comportamiento sexual en varias especies, y por el contrario si se estimula facilita la
expresion del comportamiento copulatorio (Hull, M., Wood, 1., McKenna, E., 2006). Los
nucleos amigdalinos mediales y corticales procesan la informacidn olfativa importante para el
comportamiento sexual. Si se realizan lesiones en estas areas, se bloquea o retrasa el
comportamiento de cOpula en los roedores, asi como también se bloquea la accién de la
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dopamina, neurotransmisor decisivo en el estimulo del comportamiento sexual en machos
(Hull, M., Wood, 1., McKenna, E., 2006). El olfato es el principal sentido utilizado por los
animales para interactuar con el ambiente y desencadenar el comportamiento reproductivo
(Gordon y col., 1999). Existen dos vias neurales independientes que perciben las sefiales
quimicas: a) la mucosa olfatoria y el bulbo olfatorio principal que perciben los olores, b) el
organo vomero-nasal (OVN) y el bulbo olfatorio accesorio, que perciben las feromonas
(Olazébal, 2011; ver revision: Orihuela, 2014). El bulbo olfatorio transmite las sefiales
quimiosensoriales recibidas por la mucosa olfatoria, y el 6rgano vomeronasal las transmite a
los altos centros superiores del cerebro anterior (Hull, M., Wood, 1., McKenna, E., 2006).
Ungerfeld y col. (2006) observaron que carneros con el OVN blogueado fueron menos
estimulados por las hembras en celo, mostrando una menor frecuencia de montas y
eyaculaciones que los carneros sin bloqueo del OVN.

1.2.3 Factores enddcrinos vinculados al comportamiento sexual

La actividad reproductiva esta regulada por el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. El area pre
Optica del hipotalamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual actta
en la adenohipofisis promoviendo la liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH) (ver revision: Pacheco y Quirino, 2010). A nivel gonadal, la LH estimula
la produccion de testosterona, hormona responsable de la manifestacion de los caracteres
sexuales secundarios asociados con el fenotipo masculino, el desarrollo y mantenimiento de la
libido y la actividad secretoria de los 6rganos sexuales accesorios (ver revision: Pacheco y
Quirino, 2010). En estudios recientes se demostro que al implantar testosterona en el area pre
Optica del hipotdlamo se restaura la conducta copulatoria suprimida por la castracion de un
animal adulto (ver revisién: Orihuela, 2014), asi como también su inyeccién exdgena en
carneros castrados, restaura el patron completo de cortejo masculino (Banks, 1964). He y col
(2013) sugirieron que existe una relacién entre la motivacion sexual y un aumento de la
expresion de receptores de androgenos y testosterona en ciertas areas del cerebro,
independientemente de los niveles de testosterona. La expresion de la conducta de monta por
parte del macho requiere un umbral minimo de testosterona (Holmes, 1986). Algunos
aspectos del comportamiento de cortejo se asocian con concentraciones altas de LH y
testosterona, mientras que la monta y la intromision del pene estan relacionadas con el
aumento en la concentracion de prolactina y del cortisol entre otras hormonas (ver revision:
Orihuela, 2014).

Los mecanismos endogenos que controlan la actividad reproductiva interactlan
permanentemente con estimulos externos, siendo los estimulos sociales uno de los mas
relevantes (Ungerfeld, 2011). Los factores ambientales como la duracion de horas luz del dia,
la temperatura ambiental, la pluviosidad, entre otros, complementan el sistema de control
enddcrino incidiendo en la actividad reproductiva (Ungerfeld, 2011). Los ovinos son
reproductores estacionales de dia corto, y en areas de clima templado se reproducen durante el
verano Y el otofio de forma que las pariciones se producen en primavera, momento de mayor
disponibilidad de alimento. Una hormona clave entre el fotoperiodo (variacion anual en la
duracion del dia) y la reproduccion es la melatonina (ver revision: Orihuela, 2014), cuya
sintesis y secrecion se produce durante la oscuridad del dia (Knobil y Neill’s, 2006). La
melatonina favorece la secrecion de GnRH y la disminucidn de la secrecién de prolactina (ver
revision: Orihuela, 2014). La percepcion de la duracion del dia es transmitida desde la retina
del ojo, via nervios opticos al ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo, y desde éste a la
glandula pineal. Los machos de la especie ovina son menos afectados que las hembras por el
fotoperiodo, y aunque existe una disminucion de la libido durante los meses de dias largos,
ésta no desaparece por completo (ver revision: Orihuela, 2014).
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1.3 Estrés social y respuesta de estrés

El estrés social se puede producir como consecuencia de la competencia por recursos como el
espacio, una hembra en celo, agua o alimento (Tamashiro y col., 2005), asi como también por
reagrupamientos de animales de diferente origen, aislamiento o la interaccion con humanos
(ver revision: Damidn y Ungerfeld, 2013). Como respuesta al estresor, se activan una serie de
mecanismos nerviosos, endocrinos y comportamentales (ver revision: Damian y Ungerfeld,
2013), con el objetivo de proporcionar energia para que el organismo responda a la
emergencia generada (Ewing y col., 1999). La respuesta comportamental al estrés depende de
la especie y de los estresores a los que sea sometido el animal (ver revision: Damian y
Ungerfeld, 2012), pudiendo provocar una respuesta beneficiosa (Ruiz de la Torre y Manteca,
2009), o transformarse en nociva si el estresor es cronico. Dentro de los efectos generados por
un estresor pueden verse la disminucion del crecimiento, de la funcion reproductiva y de la
inmunidad del animal (Sapolsky y col., 2000).

La respuesta enddcrina que se desencadena frente a la exposicion aguda a un estimulo
estresante involucra la activacion del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (HHA) (ver revision:
Damian y Ungerfeld, 2013). Cuando se percibe el estresor, se activa el eje HHA y provoca la
liberacion del factor liberador de corticotropina (CRF), que al ser liberado al sistema porta-
hipotalamo-hipofisario estimula a las células corticotropas de la adenohipdfisis (ver revision:
Damian y Ungerfeld, 2013). Estas células producen la hormona adrenocorticotropina
(ACTH), que actia sobre la corteza de las glandulas adrenales estimulando la secrecién de
glucocorticoides (cortisol, corticosterona) (Chichinadze y Chichinadze, 2008). Los
glucocorticoides ejercen una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la hipdfisis,
regulando la liberacion de CRF y ACTH respectivamente (Tilbrook y col., 2000).

1.3.1 Efecto de la cria con la madre durante la lactacion sobre la respuesta de estrés

En roedores, el cuidado materno juega un rol importante como modulador temprano del
desarrollo neurologico y la funcién cerebral, y sus efectos se mantienen hasta la edad adulta
(Sequeira-Cordero y col., 2013). Tal modulacién o programacion ha mostrado influencia en
una serie de sistemas neuronales y vias relacionadas con la respuesta de estrés, la cognicion y
el comportamiento de las crias (Sequeira-Cordero y col., 2013).

En ovinos, Romeyer y col. (1992) observaron que las ovejas Romanov criadas por su madre
presentan una mayor respuesta a estresores sociales que las criadas artificialmente.
Vandenheeden y col. (1993) obtuvieron resultados similares, ya que observaron que los
animales criados por sus madres presentaron una mayor respuesta de estrés en pruebas de
evaluacion de miedo. En ambos trabajos se concluyd, que las condiciones de cria antes del
destete condicionan la respuesta de miedo o estrés de las crias.

1.3.2 Estrés y reproduccion en machos: efecto de la competencia

Los sistemas activados por el estrés impactan negativamente sobre la funcion reproductiva a
nivel hipotalamo-hipofiso-gonadal. Diversos estresores producen la liberacion de
glucocorticoides como el cortisol, el que inhibe la esteroidogenesis a nivel testicular y por lo
tanto, disminuye los niveles de testosterona en sangre (Chichinazde y Chichinazde, 2008).
Acuesta y Ungerfeld (2012) observaron que se produce un pico en la concentracion serica de
cortisol 30 min después del agrupamiento de carneros que estaban separados, lo que afectd
negativamente las concentraciones de testosterona. Los niveles de testosterona en sangre
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también pueden aumentar en las etapas iniciales de la respuesta frente a un estresor agudo,
fendmeno que podria darse en individuos con un estado dominante en la jerarquia de una
poblacion (Chichinazde y Chichinazde, 2008).
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2. HIPOTESIS

Los carneros criados por sus madres durante la lactancia presentan un mayor desempefio
sexual, mayor aumento en la concentracion sérica de testosterona y menor en la concentracién
de cortisol que los corderos criados artificialmente en condiciones de competencia frente a
hembras en celo.

3. OBJETIVO

Comparar la respuesta enddcrina (concentracion sérica de testosterona y cortisol) y el
comportamiento sexual hacia una oveja en celo en condiciones de competencia en carneros
que fueron criados por sus madres o artificialmente.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Manejo de los animales

El trabajo se realizoO en la Unidad Experimental de Ovinos del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA)-Estacion experimental “La Estanzuela”, departamento de
Colonia. Se utilizaron 27 corderos machos de raza Ideal, nacidos de parto Unico, en un rango
de 12 dias. El potrero de paricion fue recorrido 3-4 veces/dia, donde se registrd cada
nacimiento identificando a ambos integrantes de la diada (madre-cordero). Previo a los
nacimientos, las madres fueron alojadas en el mismo potrero y bajo las mismas condiciones.
Los corderos fueron asignados a dos grupos experimentales teniendo en cuenta el peso al
nacimiento y la fecha del parto: corderos criados artificialmente, separados de sus madres 24-
36 horas luego del parto (grupo CA, n=14); y corderos criados por sus madres hasta las 10
semanas de vida (grupo CM, n=13).

Los primeros 15 dias de vida ambos grupos fueron alojados en dos corrales adyacentes, de
similares caracteristicas, mantenidos a una temperatura ambiental de 20-23°C, en un galpén
que permanecio cerrado durante la noche. Posteriormente fueron trasladados a dos potreros
diferentes, de 25 m x 50 m cada uno, en donde disponian de libre acceso a sombra artificial y
con agua ad libitum. Se introdujeron 4 ovejas con corderos de edad similar a los corderos
experimentales en el potrero del grupo CA para reducir al minimo las diferencias en las
relaciones sociales que podrian influir en el proceso de aprendizaje de los corderos. A partir
de los 20 dias de edad todos los corderos recibieron racion sélida y pastorearon pasturas
mejoradas.

La alimentacion de los corderos criados artificialmente fue administrada a través de tetinas
artificiales, y consistio en leche proveniente del ordefie de sus madres o de ovejas del lote de
paricion del rebafio. Tanto la cantidad como la frecuencia de administracion del alimento
fueron controladas para mantener un peso corporal similar en ambos grupos. Durante los
primeros 7 dias de edad, recibieron 0,5-0,7 L de leche/cordero/dia repartidos en 6 tomas
diarias a las: 8, 10, 12, 14, 16 y 19 h. De los 8 a los 15 dias de edad se administraron 0,8-1 L
cuatro veces/dia a las: 8, 12, 16 y 19 h. A partir de los 16 dias de edad y hasta el destete se
proporciond leche tres veces al dia a las 8, 12 y 19 h. A partir del dia 16 al dia 30 recibieron
1,0-1,3 L de leche/dia/cordero, y desde el dia 31 al dia 75 de edad los corderos recibieron 1,4-
1,6 L leche/dia/cordero. Durante la administracién del alimento a los animales se intent6
mantener un minimo de contacto con los humanos.

El destete se realiz6 cuando los corderos tenian en promedio 75 dias de edad (69-81 dias de
edad), al mismo tiempo que las madres de los corderos CM vy las 4 ovejas con corderos
alojadas en el potrero de los corderos CA, fueron trasladadas a otro potrero en donde no
mantenian contacto visual ni acustico con los corderos en experimentacion. Simultaneamente
los corderos del grupo CA dejaron de recibir la leche ovina.

Respecto al manejo sanitario de los animales, se realiz6 de acuerdo al protocolo empleado por
la unidad de ovinos de INIA la Estanzuela. EI mismo incluye la vacunacion contra ectima
contagioso de los lanares (vacuna liofilizada, Ectisan de laboratorio Santa Elena) y
clostridiosis (vacuna inactivada, Clostrisan de laboratorio Santa Elena), y las
desparacitaciones fueron realizadas de acuerdo al indice Famacha y HPG, administrando en
forma alterna Monepantel y Cidectin Zuletel.
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4.2 Evaluacion del comportamiento sexual

En la primera y segunda estacion reproductiva se realizaron a cada grupo los tests de
comportamiento sexual frente a una hembra en celo, en no competencia y en competencia,
con una semana de diferencia entre ambos. Para los mismos se utilizaron 2 ovejas en celo
inducido mediante tratamiento hormonal, que consisti6 en la colocacién de esponjas
intravaginales con acetato de medroxiprogesterona durante 7 dias y la aplicacion de 1,5 mg de
benzoato de estradiol im a su retiro cada 12 horas. Las ovejas fueron colocadas en corrales de
5m x 5 m, a los que fueron ingresando de a un carnero de forma alterna en los test en no
competencia, de modo que al finalizar cada hembra fue utilizada en los test con la misma
cantidad de machos de cada grupo. En los tests de competencia por la hembra en celo se
colocaron en un mismo corral un carnero del grupo CA y otro del grupo CM. Las parejas de
carneros de cada grupo (CA y CM) se parearon de acuerdo al peso corporal. En ambos tipos
de test (no competencia vs competencia) los carneros permanecieron 20 min con la hembra, y
fueron registradas las siguientes unidades de comportamiento sexual: olfateos ano-genitales,
flehmen, acercamientos laterales, intentos de monta, montas y montas con eyaculacion de
cada individuo (Fig. 1).

4.3 Muestras de sangre y determinacion de hormonas

Se colectaron muestras de sangre mediante venopuncién yugular antes (tiempo 0),
inmediatamente después de cada test (20 min), y a los 40 y 60 min posteriores. A partir de las
muestras de sangre se determinaron las concentraciones séricas de cortisol y testosterona por
radioinmunoanalisis, utilizando un kit comercial de fase sélida (DPC, Siemens, Los Angeles,
CA, EUA). El limite de deteccién del ensayo para la testosterona fue 0,17 nmol/L y para el
cortisol 8,1 nmol/L. EIl coeficiente de variacion intra-ensayo e inter-ensayo para la
testosterona y el cortisol fueron menores al 8%.

4.4 Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados por separado para cada grupo y estacion reproductiva. Las
concentraciones séricas de cortisol y testosterona entre ambas pruebas (competencia vs no
competencia) fueron analizadas mediante ANOVA para mediciones repetidas, donde se
incluyd el efecto del tratamiento (no competencia vs competencia), del tiempo y la interaccién
entre ambos. Los datos se presentan como media = SEM. El nimero de cada comportamiento
sexual en las pruebas competitivas y no competitivas en los carneros de cada grupo (CA 'y
CM) fueron comparados mediante la prueba de Wilcoxon.
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REPRODUCTIVA REPRODUCTIVA

Fig. 1- Test de comportamiento sexual con hembra en celo
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RESULTADOS

5.1 Primera estacion reproductiva
5.1.1 Comportamiento sexual

En la Tabla 1 se presentan los resultados del comportamiento sexual en ambos tipos de tests
(competitivos y no competitivos) de los grupos de carneros CM y CA durante la primera
estacion reproductiva. En los carneros CM la competencia disminuyé el numero de flehmen
(p=0,04) y tendid a disminuir el nimero de olfateos ano-genitales (p=0,10), mientras que las
eyaculaciones/total de montas se incrementaron (p=0,03) y las montas con eyaculacion
tendieron a incrementarse (p=0,09). Los carneros CA tendieron a disminuir el nimero de
flehmen (p=0,07) y a aumentar el ndmero total de montas (p=0,10) por efecto de la
competencia (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia de las unidades de comportamiento sexual (media + SEM) desplegadas
por carneros criados por sus madres (CM) y por los criados artificialmente (CA) registrados
en los test sexuales competitivos y no competitivos, durante la primera estacion reproductiva.

Grupo CM Grupo CA
No Competitivo P No Competitivo P
competitivo competitivo

Olfateos ano- 9,1+20 58+1,1 0,10 6,6+21 78+1,6 ns
genitales
Acercamientos 11,2+4,3 6,0+1,7 ns 54+16 53+1,7 ns
Laterales
Flehmen 14+£05 0,6+0,3 0,04 1,3+0,3 0,3+0,1 0,07
Intentos de monta 1,5+0,8 0,7+0,3 ns 0,2+0,1 04+04 ns
Montas 40+23 34+14 ns 0,3+0,3 0,8+04 ns
Montas con 0,2+0,2 0,6+0,2 0,09 0,1+0,1 0,25 +0,13 ns
eyaculacién
Total de montas 42+23 40+15 ns 0,4+0,3 1,1+04 0,10
Eyaculaciones/ 0,01 +0,01 0,15 + 0,06 0,03 0,02 +0,02 0,13 +0,08 ns

total de montas

ns- diferencia no significativa.
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5.1.2 Concentracion sérica de cortisol y testosterona

Las concentraciones de testosterona no se vieron afectadas ni por efecto de la competencia ni
por la interaccion entre la competencia y el tiempo en ninguno de los grupos (Fig. 1Ay 1B).
Por otro lado, la concentracion sérica de testosterona en los carneros CA tendi6 a disminuir en
el tiempo (p = 0,067), pero no en los CM.

No hubo efecto de la competencia ni interaccion entre competencia y tiempo sobre las
concentraciones de cortisol en ambos grupos (CA y CM). Las concentraciones de cortisol en
ambos grupos cambiaron con el tiempo (p<0,05): se incrementaron desde el tiempo 0 hasta el

final de los tests (minuto 20), para luego disminuir desde los 20 a los 40 min (p<0,05) (Fig.
2Cy2D).
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Fig. 2. Concentracién sérica de testosterona (A y B) y concentracién de cortisol (C y D) en
tests de comportamiento sexual en competencia (==m==) 0 N0 competencia (--o--) realizados
durante la primera estacion reproductiva en carneros criados con sus madres (A 'y C) y en
carneros criados artificialmente (B y D). Los tests se realizaron durante los primeros 20
minutos. Letras diferentes indican diferencias entre tiempos.
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5.2 Segunda estacion reproductiva

5.2.1 Comportamiento sexual

En ambos grupos (CM y CA) hubo una disminucion de las montas (CM p=0,003; CA
p=0,001), montas con eyaculacion (CM p=0,007; CA p=0,002), total de montas (CM
p=0,002; CA p=0,001) y relacién entre eyaculaciones/total de montas (CM p=0,01; CA
p=0,002) por efecto de la competencia (Tabla 2). También se observé una disminucion en el
numero de: olfateos ano-genitales (p=0,02), acercamientos laterales (p=0,02), e intentos de
monta (p=0,02) por efecto de la competencia solo en los carneros CA (Tabla 2).

Tabla 2: Frecuencia de las unidades de comportamiento sexual (media £ SEM) desplegadas
por carneros criados por sus madres (CM) y por los criados artificialmente (CA) registrado en
los tests sexuales competitivos y no competitivos, durante la segunda estacion reproductiva.

Grupo CM Grupo CA
No Competitivo P No Competitivo P
competitivo competitivo

Olfateos ano- 6,6+1,2 55+0,9 ns 57+1,0 3,1+0,7 0,02
genitales
Acercamientos 21,1+34 14,0+ 3,9 ns 18,5+6,7 6,7 +2,3 0,02
Laterales
Flehmen 0,6+0,2 0,5+0,3 ns 02+0,1 0,08 £ 0,08 ns
Intentos de monta 25+0,8 16+0,7 ns 3211 05+0,1 0,02
Montas 155+ 3,6 35%£15 0,003 104 +£2,4 05%0,2 0,001
Montas con 19+£04 0,38+0,3 0,007 2,1+£0,3 0,08 +0,08 0,002
eyaculacion
Total de montas 175+3,6 38+18 0,002 125+2,2 0,6+0,3 0,001
Eyaculaciones/ 0,19 £0,08 0,03 £0,02 0,01 0,24 +£0,1 0,03+£0,03 0,002

total de montas

ns- diferencia no significativa
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5.2.2 Concentracion sérica de cortisol y testosterona

En los carneros CA, la competencia no afecto las concentraciones de testosterona, pero hubo
interaccion entre la competencia y el tiempo (p=0,008). Las concentraciones de testosterona
en los carneros CA se incrementaron desde los 40 a los 60 min (p=0,0001) en los tests no
competitivos, pero no en los competitivos (Fig. 3A). En los carneros CM las concentraciones
de testosterona tendieron a ser menores en los test competitivos en comparacion con los no
competitivos (7,9 = 4,8 nmol/L vs 20,0 + 4,8 nmol/L, p = 0,09, respectivamente), pero ésta
variable no cambid con el tiempo ni hubo interaccion entre competencia y tiempo.

No se observé efecto de la competencia o de la interaccidn entre la competencia y el tiempo
sobre la concentracion de cortisol en ambos grupos (CA o CM). Las concentraciones de
cortisol cambiaron con el tiempo en los carneros CA y CM (p<0,0001): se incrementaron
desde el tiempo cero hasta llegar a su valor maximo final de los tests (20 min), para disminuir
desde los 20 min a los 60 min (p<0,0001) (Fig. 3C y 3D).

A) CM 2013 B) CA 2013
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Fig. 3. Concentracion sérica de testosterona (A y B) y concentracion de cortisol (C y D) luego
de los test de comportamiento sexual en competencia (==m==) 0 N0 competencia (--o--)
realizados durante la segunda estacidn reproductiva en carneros criados con sus madres (A 'y

C) y en carneros criados artificialmente (B y D). Los tests se realizaron durante los primeros
20 min. Letras diferentes indican diferencias entre tiempos.
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5. DISCUSION

En el presente trabajo se demostro que los carneros criados por sus madres durante la
lactancia fueron menos afectados por la competencia por una hembra en celo que los corderos
criados artificialmente. Esto se evidencid por la disminucion de casi todas las unidades de
comportamiento sexual en los CA durante la segunda estacion reproductiva, a diferencia de la
disminucion de los comportamientos vinculados solamente con la copula en los CM en
competencia. Durante la primera estacion reproductiva, los CM manifestaron un aumento de
la actividad de copula, hecho no observado en los CA, en los que solo hubo una tendencia al
aumento del nimero total montas.

El aumento de la actividad de copula de los carneros CM en la primera estacion reproductiva
durante la competencia, podria deberse a una lucha por el recurso como lo es la hembra en
celo frente a los carneros CA, asi como al establecimiento de ciertas sefiales vinculadas con el
estatus social de los mismos. Ungerfeld (2012) concluyd que la actividad sexual puede ser
dirigida, al menos parcialmente, para reafirmar o reforzar relaciones de dominancia al
observar que la presencia de carneros de bajo rango estimulé la actividad sexual de carneros
de rango medio, manifestado por un aumento de la frecuencia de montas y montas con
eyaculacion. Por lo tanto, en los tests de comportamiento sexual en competencia durante la
primera estacion reproductiva, los carneros podrian haber luchado no solo por un recurso en
particular, sino por el establecimiento del estatus social entre los mismos. Durante la primera
estacion reproductiva los carneros tenian un menor tamafio corporal, recién entraban a la
pubertad y no habian competido nunca con otro animal, lo que puede haber determinado una
menor estabilidad social en comparacion con la segunda estacion reproductiva. La lucha por
el recurso y por el estatus social podrian haber resultado en dos situaciones generadoras de
estres para los carneros, y dados los resultados obtenidos, podriamos concluir que los carneros
CM estuvieron mejor preparados para enfrentar la competencia por una hembra en celo que
los CA.

Durante la segunda estacion reproductiva se observd una disminucion del comportamiento
sexual en ambos grupos de carneros en competencia. Estos resultados coinciden con lo
anteriormente reportado por Ungerfeld y Gonzalez-Pensado (2009) quienes observaron que
las expresiones de comportamiento sexual decrecen en todos los carneros siempre que se
testean en ensayos competitivos. Las diferencias encontradas en el comportamiento sexual
entre los tests individuales y los competitivos durante la segunda estacion se observaron en
aquellos eventos relacionados con la fase apetitiva 0 motivacional (de cortejo) (ver revision:
Espinosa y col, 2013). En base a estos resultados se demuestra que la ausencia de la madre
durante la lactancia afecta negativamente el despliegue de los comportamientos sexuales
relacionados con la motivacion sexual en carneros en condiciones de competencia.

Estudios anteriores concluian que el vinculo con la madre mejora el desarrollo reproductivo y
el comportamiento sexual adulto en corderos (Damian y col., 2015), hecho evaluado en tests
de comportamiento sexual individual con una hembra en celo. Nuestros resultados
demuestran que la ausencia de la madre durante la lactancia impacta también negativamente
en la forma en que los carneros responden a los tests de comportamiento sexual en
competencia. Esto se evidencié por una menor concentracién de testosterona conjuntamente
con una disminucion de la motivacion sexual durante los tests competitivos en los carneros
CA. Por lo que, podemos concluir que el vinculo con la madre mejora también el
comportamiento sexual adulto en competencia en carneros.
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En nuestro estudio, no se observaron diferencias en las concentraciones séricas de cortisol en
ninguno de los grupos durante la primera y la segunda estacion reproductiva, tanto en
condiciones de competencia o no. Es posible que en ambos grupos, la competencia por una
hembra en celo representd un evento estresante que determind una respuesta en la
concentracion sérica de cortisol similar. Por lo tanto, basados en este Unico indicador de estrés
(cortisol sérico) es posible afirmar que la respuesta de estrés frente a un test de
comportamiento sexual en competencia por una hembra en celo no fue afectada por efecto de
ser criados 0 no por sus madres. Sin embargo, los carneros CA fueron afectados mas
negativamente por la situacion de estrés que los CM, ya que se observéd una disminucién del
comportamiento sexual y de la concentracion sérica de testosterona en los mismos por efecto
de la competencia.

La competencia disminuy6 las concentraciones séricas de testosterona en los carneros CA
durante la segunda estacién reproductiva en los tests competitivos, lo que refuerza el hecho de
que en este grupo se observo conjuntamente una disminucion de la motivacién sexual. Los
tests de competencia por una hembra en celo, son un evento estresante, y los sistemas
activados por el estreés podrian impactar negativamente la funcion reproductiva a diferentes
niveles del eje hipotdlamo-hipdfiso-gonadal. Frente a una situacion de estrés como es el test
de competencia por la hembra se produce la liberacion de glucocorticoides como el cortisol,
que suprime la esteroidogénesis a nivel testicular hecho que puede explicar la disminucion de
los niveles de testosterona en sangre (Chichinazde y Chichinazde, 2008). Lacuesta y
Ungerfeld (2012) reportaron que la competencia por hembras en celo en carneros disminuye
la concentracion de testosterona y la mayoria de los comportamientos sexuales. Por lo tanto,
en los carneros CA el estrés impactd de forma mas negativa sobre la funcion reproductiva que
en los CM, hecho evidenciado por la disminucién de niveles de testosterona sérica y
consecuentemente de la motivacion sexual.

En base a la informacion generada en nuestro trabajo, se demuestra que la ausencia de la
madre durante la lactancia en corderos afecta el despliegue del comportamiento sexual adulto
relacionado con la motivacion sexual en carneros. Por otro lado, las condiciones de cria antes
del destete (con o sin madre) condicionan la respuesta de miedo o estrés de las crias.

La contribucion de cada carnero para mejorar la fertilidad de la majada dependera del nimero
de ovejas montadas con éxito, lo que estara bajo la influencia de factores como el
comportamiento sexual y las interacciones sociales entre los carneros (Tilbrook y Cameron,
1990). Por esto es importante estudiar los efectos de la competencia sobre el comportamiento
sexual a nivel de corral, como forma de predecir el comportamiento sexual o de apareamiento
a nivel de campo. A campo, los carneros compiten por el acceso a las hembras en celo, por lo
que predecir que carneros responderan con un mayor despliegue de su comportamiento sexual
y cOn una menor respuesta de estrés frente a la competencia es de mucha utilidad.
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5. CONCLUSIONES

La presencia y el vinculo con la madre durante la lactacion afecta positivamente la forma en
que los carneros responden sexualmente en tests de competencia por una hembra en celo. Los
carneros criados con la madre se vieron menos afectados por efecto de la competencia que los
criados artificialmente. Si bien no se presentaron diferencias en las concentraciones séricas de
cortisol entre ambos grupos, los carneros CM presentaron mayor motivacion sexual y
concentracion sérica de testosterona que los CA.
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