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RESUMEN

El fotoperiodo y la presencia o ausencia de otros individuos, ya sea del mismo sexo o del
sexo opuesto son sefiales claves en el proceso de reproducciéon de los mamiferos.
Considerando lo anterior y teniendo en cuenta que el patrén reproductivo estacional de
los chivos de Gabdn aun no ha sido estudiado en nuestras condiciones, los objetivos
generales de esta Tesis fueron i) describir el patron reproductivo estacional de chivos
adultos de Gabdén en Uruguay (352 S) y ii) determinar si el estimulo con senales
quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo adelanta el patron reproductivo
estacional de los chivos adultos de Gabdn, si induce aumentos en la concentraciéon de
testosterona, la circunferencia escrotal (CE) y la cantidad de fluido testicular (estimado a
partir de la ecogenicidad testicular), y si mejora la calidad del semen de los chivos. Se
utilizaron dos grupos de chivos adultos de Gabdén: uno de los grupos se mantuvo
totalmente aislado de hembras (grupo aislado, GA, n = 9) y el otro fue estimulado por
sefales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo (grupo con hembras, GH, n =
7), aunque se minimizo el contacto fisico (las hembras permanecieron separadas de los
machos por un tejido de alambre). Para determinar si el estimulo con sefales quimicas,
auditivas y visuales de hembras en celo mejora algunos parametros reproductivos se
analiz6 la concentracion de testosterona, la CE, la cantidad de fluido testicular, y algunos
indicadores de calidad seminal. Todas las variables se compararon mediante ANOVA
para medidas repetidas. Todas las variables consideradas variaron de acuerdo a los
meses del afo (P< 0,0001 para todas). El peso corporal y la CE no fueron diferentes
entre grupos. Globalmente, la concentracién de testosterona fue mayor en los chivos GA
que en los GH (P= 0,04), pero en varios momentos esta relacion se invirti6 y fue mayor
en los chivos GH que en los GA (P= 0,004). En general, la calidad seminal fue mejor en los
chivos GH que en los GA: los chivos GH presentaron mayor concentracion espermatica
(P= 0,05) y motilidad espermatica de masa (P= 0,01), tendieron a tener una mayor
cantidad total de espermatozoides motiles progresivos en el eyaculado (P= 0,1) y en
varios momentos presentaron menor porcentaje de espermatozoides anormales (P=
0,0001). La cantidad de fluido testicular fue mayor en los chivos GH que en los GA (P<
0,0001). A partir de los resultados obtenidos se concluyé que i) los chivos adultos de
Gabon presentaron un patrén reproductivo estacional leve o poco marcado, con la

mayor actividad reproductiva desde el mes de noviembre hasta el mes de abril (desde el



final de la primavera hasta mediados de otofio); tanto en los chivos estimulados
continuamente por hembras en celo como en los aislados de éstas; ii) los chivos de
Gabon son receptivos al estimulo de las hembras en celo pese a no estar en contacto
directo con las mismas y a ser estimulados durante un periodo prolongado; iii) el
estimulo con sefiales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo en forma fue
suficiente para generar efectos positivos sobre las caracteristicas seminales evaluadas y
la cantidad de fluido testicular en los chivos adultos de Gabdn; y iv) los chivos adultos de
Gabon estimulados continuamente por hembras en celo presentaron mejor calidad
seminal y mayor cantidad de fluido testicular a pesar de presentar menor concentracion

de testosterona que los chivos aislados de hembras.



SUMMARY

Photoperiod and the presence or absence of other individuals, from the same or the
other gender, are key signs in the process of reproduction in mammals. With this in
mind, and considering that the seasonal reproductive pattern of Gabon bucks has not
been studied in our conditions, the objectives of this thesis were to i) describe the
seasonal reproductive pattern of adult Gabon bucks in Uruguay (352 S), ii) determine if
chemical, auditory and visual contact with estrous females advances the onset of the
breeding season of Gabon bucks, and/or induces increases in testosterone
concentration, scrotal circumference (SC), testicular fluid content, and if improves
bucks’ seminal quality. Two groups of adult Gabon bucks were housed: totally isolated
from females (isolated group, GA, n = 9), or stimulated by the contact with estrous
females (female group, GH, n = 7), although physical contact was minimized and females
remained separated from males by a wire fence. To determine if stimulation with
chemical, auditory and visual cues of estrous females improves some reproductive
parameters testosterone concentration, SC, the amount of testicular fluid, and some
indicators of semen quality were compared with an ANOVA for repeated measures. All
the considered variables varied according to months (P< 0.0001 for all). Body weight
and SC were not different between groups. Testosterone concentration was greater in
GA than GH bucks (P= 0.04), but in several points it was greater in GH than GA bucks (P=
0.004). In general, semen quality from GH was better than that of GA bucks: GH bucks
had greater sperm concentration (P= 0.05) and sperm motility mass (P= 0.01), total
motile spermatozoids in the ejaculate tended to be greater (P= 0.1) and in several
moments had lower percentage of abnormal spermatozoids (P= 0.0001). Fluid content
was greater in GH than GA bucks (P< 0.0001). It was concluded that: i) adult Gabon
bucks had a slight seasonal reproductive pattern, with their greater reproductive
activity from November to April (from late spring to mid-autumn); similar in bucks in
contact with estrous females and in bucks isolated from them; ii) adult Gabon bucks are
receptive to the estrous female stimulus, despite not being in direct contact with them
and can be stimulated during a prolonged period; iii) partial contact (chemical, auditory
and visual) of adult Gabon bucks with estrous females was enough to elicit positive
effects on seminal characteristics and testicular fluid content; and iv) adult Gabon bucks

continuously stimulated by estrous females had better seminal quality and greater



testicular fluid content despite having lower testosterone concentration than bucks

isolated from females.
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1. INTRODUCCION

La reproduccién en los mamiferos es regulada constantemente en forma muy
precisa, regulacion que depende tanto de factores internos (neuro-endécrinos) como
ambientales, asi como de la interaccion entre éstos (Bronson, 1989). Las sefales
ambientales mas importantes en este proceso de regulacion son aquellas provenientes
del ambiente fisico y del ambiente social (ver revisiones: Malpaux, 2001; Ungerfeld,
2007). En los rumiantes, la disponibilidad de alimentos, el fotoperiodo y la temperatura
ambiental (ver revision: Delgadillo et al., 2004) son las principales sefiales del ambiente
fisico que regulan la actividad reproductiva, aunque en algunas especies también deben
considerarse la humedad ambiental y la pluviosidad (Bronson, 1985). Las sefales socio-
sexuales, como la presencia o ausencia de otros individuos, tanto del mismo sexo como
del sexo opuesto, interactiian con las demas sefiales en la regulacion de la reproduccion

(ver revision: Ungerfeld, 2007).

1.1. Control enddcrino de la reproduccién en el macho

El proceso de reproduccion esta regulado fundamentalmente por la accion del eje
hipotalamo-hipo6fiso-gonadal. A nivel del hipotalamo se produce y secreta la hormona
liberadora de gonadotrofinas (Gonadotropin-Releasing Hormone, GnRH), un
neuropéptido que actia sobre la hipdfisis. La GnRH se secreta en forma pulsatil, y a
través del sistema porta hipofisario llega a la adenohipdfisis, donde se une a sus
receptores en las células gonadotropas, y desencadena la liberacion, también pulsatil, de
la hormona luteinizante (Luteinizing Hormone, LH) (ver revision: Tilbrook y Clarke,
2001). La LH llega través del torrente sanguineo a las células intersticiales del testiculo,
las células de Leydig, donde estimulan la esteroidogénesis, en particular la produccion
de andrdgenos, de los que el principal es la testosterona (ver revision: Stocco y McPhaul,
2006). La GnRH también estimula la secreciéon de la hormona foliculo estimulante
(Follicle Stimulating Hormone, FSH) por parte de la adenohipdfisis. La FSH es el principal
factor enddcrino que regula la funcion y la proliferacion de las células de Sertoli (ver
revision: Griswold y McLean, 2006). Estas células se encuentran dentro de los tibulos

seminiferos, proveen el soporte fisico a las células germinativas en proliferaciéon y
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contribuyen con su avance dentro del epitelio germinativo (Barth y Oko, 1989). La FSH
es fundamental para el inicio de la espermatogénesis, ya que determina la cantidad, el
tamafio y la actividad de las células de Sertoli, lo que limitara la cantidad de
espermatozoides producidos en la vida adulta (ver revision: Griswold y McLean, 2006).
Aunque la FSH resulta fundamental en el inicio de la espermatogénesis, ésta puede
mantenerse en ausencia de la misma si la concentracion de testosterona es adecuada

(ver revision: Hedger y Hales, 2006).

En los dltimos afios diversos estudios han demostrado que la secrecion de GnRH
esta regulada por la kisspeptina, un neuropéptido hipotalamico (ver revision: Smith et
al, 2014). La mayoria de las neuronas secretoras de GnRH presentan receptores de
kisspepetina (roedores: Irwing et al, 2005; ovinos: Smith et al, 2009; caprinos:
Matsuyama et al.,, 2011) y ésta estimula tanto la secrecion de GnRH (Smith et al., 2011),
como indirectamente de LH, FSH (Ezzat-Ahmed et al., 2009) y testosterona (Saito et al.,
2012).

En los machos, la testosterona es la hormona sexual mas importante, siendo
fundamental para el mantenimiento de su funcién sexual. Por un lado, es necesaria para
la espermatogénesis, y por otro, porque la maduracion, el transporte y la eyaculaciéon de
los espermatozoides dependen de tejidos y glandulas dependientes de andrégenos. Los
determinantes del fenotipo caracteristico de los machos, es decir la masa muscular, la
distribucién del tejido graso, la actividad metabolica y el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios, también dependen de los androgenos (ver revisiones: Griswold y

McLean, 2006; Hedger y Hales, 2006).

El papel de la testosterona sobre la gametogénesis es dependiente de su
concentracion: para que el proceso de espermatogénesis se inicie, se requiere de una
concentracion basal, pero para que se mantenga, es suficiente con una concentracion
bastante menor (Walker, 2003). Ademas, en machos adultos, la testosterona por si sola
es capaz de mantener y reiniciar la espermatogénesis, al menos cualitativamente (ver
revision: O’Donnel et al., 2006), pero pequefios cambios en su concentracion tienen
como consecuencia cambios cuantitativamente importantes en la produccién

espermatica (Sun et al.,, 1990).
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Ademas, la testosterona juega un rol fundamental en la modulacién del
comportamiento sexual de los machos. Aunque una concentracion minima es
imprescindible para su establecimiento (Holmes, 1986), una vez que el comportamiento
sexual se ha desencadenado, la testosterona funciona como facilitadora del mismo
(Lincoln et al, 1972; D'Occhio y Brooks, 1982). Para el mantenimiento del
comportamiento sexual se requiere de una concentracién umbral de testosterona (Grunt
y Young, 1952), pero una vez alcanzado este umbral, no existe una relacion directa entre
el comportamiento sexual y la concentracion de esta hormona (Schanbacher y Lunstra,

1976).

Por tultimo, la liberaciéon de GnRH y de las gonadotrofinas LH y FSH se encuentran
bajo retrocontrol negativo de la propia testosterona y de la inhibina (ver revisiones:
Tilbrook y Clarke, 2001; Jeong y Kaiser, 2006). La testosterona ejerce un retrocontrol
negativo sobre la secrecion de LH y FSH: esta accidn se demuestra porque la secrecion
de ambas gonadotrofinas aumenta rapidamente luego de la castracién (Schanbacher y
Ford, 1977). La inhibina es una hormona proteica secretada por los testiculos,
principalmente por las células de Sertoli (ver revision: De Kretser y McFaralane, 1996).
Su accidn es selectiva sobre la secrecién de FSH, incluso en ausencia de testosterona: en
carneros castrados la administraciéon de inhibina indujo la disminucion en la secreciéon

de FSH sin que se observaran cambios en la secrecién de LH (Tilbrook et al., 1993).

1.2. Estacionalidad reproductiva

En gran parte de los habitats ocurren cambios estacionales en las condiciones
climaticas y en la disponibilidad de alimentos. En las zonas templadas estas variaciones
son mas marcadas que en las tropicales, y los animales que habitan alli se adaptan a
estas condiciones mostrando cambios en su fisiologia, morfologia y comportamiento

(Bronson, 1989; ver revisiones: Thiéry et al., 2002; Malpaux, 2006).

Muchas especies de mamiferos adoptaron la estrategia de la estacionalidad
reproductiva como un mecanismo adaptativo de la especie (Bronson, 1989). En las
zonas templadas la reproduccion se ve restringida solamente a un periodo del afio, de
forma que se maximizan los recursos destinados a la reproduccidn. Asi, el nacimiento de

las crias tiene lugar mayoritariamente en las épocas del afio donde la disponibilidad de
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alimentos es maxima, y las condiciones climaticas son éptimas (Bronson, 1985; ver
revisiéon: Malpaux, 2006). Dado que los cambios en el fotoperiodo son mucho mas leves
que en las zonas templadas, en los tropicos y en las zonas aridas las variaciones
estacionales responden sobre todo a cambios marcados en la pluviosidad. En ultima
instancia, la pluviosidad determina un aumento en la disponibilidad de alimentos
(Bronson, 1989), por lo que influye también en la determinacion de la época donde

ocurren la mayor parte de los nacimientos (ver revisién: Malpaux, 2006).

El periodo del afio donde los machos presentan actividad reproductiva intensa y
las hembras presentan ciclos estrales se denomina comuinmente como estacion
reproductiva, y varia de acuerdo a las especies. En general se considera que la duracién
de la gestacion es un factor determinante de la estacionalidad reproductiva, ya que es la
que determina en qué momento tienen lugar los nacimientos (Lincoln y Short, 1980;
Karsch et al., 1984). Cuando el periodo de gestacién es muy breve o muy extenso, es
decir desde unos pocos meses o alrededor de un afio, como en roedores domésticos y
equinos, respectivamente, la estacion reproductiva se observa en la primavera e inicios
del verano (ver revision: Malpaux, 2006). Sin embargo, cuando el periodo de gestacién
es de 5-6 meses, como ocurre en los caprinos, la estacién reproductiva tiene lugar
durante el otofio y en general, el periodo de nacimientos tiene lugar desde el final del
invierno hasta el inicio del verano, cuando los alimentos son abundantes y el clima es

menos rigido (Ortavant et al., 1985).

En las especies poligamicas, como los ovinos y caprinos, los machos se aparean
con mas de una hembra, y su éxito reproductivo depende de la cantidad de hembras a
las que accedan (Clutton-Brock, 1989). Por otro lado, los ovinos y caprinos ferales
mantienen una estructura poblacional de segregaciéon sexual durante la mayor parte del
afio. Los machos y hembras se encuentran en grupos separados hasta que los machos
mas jovenes maduran y se vuelven fisica y socialmente dominantes sobre las hembras.
(ver revisiones: Geist, 1974; Shackleton y Shank, 1984). Luego, cuando se acerca la
estacion reproductiva, los machos se desplazan hacia lugares donde se encuentran
grupos de hembras y luego de algunas semanas comienzan a ocurrir los apareamientos

(Grubb y Jewell, 1973).

Para que los machos de estas especies logren reproducirse con la mayor cantidad

de hembras, éstos deben estar aptos para la reproduccién antes que ellas. De esta forma

14



los machos podrian cubrir a todas las hembras, desde las que comienzan a ciclar
tempranamente en la estacion reproductiva, hasta las que lo hacen tardiamente (ver
revision: Ungerfeld, 2007). Por lo tanto, generalmente, la estacién reproductiva de los
machos comienza antes que la de las hembras. Los machos comienzan a desplegar su
comportamiento sexual y agresivo cuando las hembras aiin no comenzaron a ciclar, y se
ha sugerido que esto ocurre como consecuencia de una activacion mas temprana de su
sistema reproductivo. También en este momento se determinan las relaciones de
dominancia entre los machos (ver revision: Ungerfeld, 2007). El retraso entre que
machos y hembras se encuentran y que tienen lugar los apareamientos, se debe a que en
ese momento las hembras aun no se encuentran ciclando (Bronson, 1989), y a que el
proceso completo de la espermatogénesis requiere mas tiempo que la maduraciéon

folicular y la ovulacién.

1.2.1. Factores intrinsecos y extrinsecos que inciden sobre la estacionalidad

reproductiva

La estacionalidad reproductiva es modulada por factores intrinsecos y
extrinsecos. Los factores intrinsecos son inherentes a los individuos y dependen de su
genotipo, mientras que los extrinsecos dependen del ambiente donde éstos se

encuentran (Bronson, 1989).

Uno de los factores intrinsecos que determinan la estacionalidad reproductiva es
la expectativa de vida en relacién a las variaciones ambientales anuales. Si la expectativa
de vida es menor a un afio, el individuo adoptara una estrategia reproductiva
oportunista, por lo que la reproduccion no se vera restringida sélo a algunos momentos
del afio y la estacionalidad reproductiva sera muy poco marcada. En cambio, si la
expectativa de vida es de varios afos, el individuo podra adoptar una estrategia de
reproduccion estacional, concentrando los nacimientos en la estacién del afio mas
favorable para las crias (Bronson, 1989). El sexo de los individuos es otro de los factores
intrinsecos fundamentales en la determinacién de la estacionalidad reproductiva (ver

seccion 1.2).

Los factores extrinsecos son aquellos provenientes del ambiente, y pueden

clasificarse como “dltimos” o como “proximales”. Los factores ultimos resultan
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importantes en el control de la reproduccién a largo plazo, es decir, durante toda la vida
del animal, mientras que los proximales proveen de informacién ambiental inmediata
(Bronson, 1989). Los factores ultimos incluyen aquellas presiones selectivas que
durante el transcurso de la evolucion dieron lugar a que la reproduccién ocurra en
periodos restringidos del afio, cuando se supone serd mas exitosa. Los factores ultimos
mas importantes para los mamiferos son el clima, particularmente la temperatura y las
precipitaciones, la disponibilidad caldrica, y la calidad y cantidad de los alimentos
disponibles. Las presiones predatorias y de competencia entre las especies también se

pueden considerar como factores ultimos (Bronson, 1985; ver revision: Malpaux, 2006).

Los factores proximales funcionan como predictores de los cambios estacionales
del ambiente y regulan en forma directa los procesos fisiolégicos, por lo que deben ser
estables y consistentes de afio en afo. Uno de los factores proximales mas importantes
en la regulacion de la actividad reproductiva es el ciclo fotoperiédico anual (variacién de
la relaciéon horas de luz:horas de oscuridad a lo largo del dia) (Karsch et al 1984;
Bronson, 1985). En los ambientes de clima cambiante (zonas templadas), el uso de
predictores representa una ventaja adaptativa ya que permite que los individuos se
preparen metabolicamente para los periodos en los que la disponibilidad de alimentos y

el clima maximizan el éxito reproductivo (Bronson, 1985).

1.2.1.1.  El fotoperiodo y la melatonina como reguladores de la estacionalidad

reproductiva

En las zonas templadas del planeta, las cuatro estaciones del afio estan bien
determinadas y se caracterizan por la cantidad de horas luz a lo largo de un dia y por sus
condiciones meteoroldgicas especificas. El fotoperiodo es altamente repetible de afio en
afo, por lo que es una sefial confiable que informa sobre la época del afio. El ciclo de luz-
oscuridad se transforma en una sefial enddcrina que da lugar a la liberacion circadiana
de melatonina por parte de la gldndula pineal. Este patrén de secrecion de melatonina es
decodificado y es el que regula la actividad del eje hipotdlamo-hipo6fiso-gonadal que
determinara o no la liberacién de GnRH, y por tanto de LH y FSH (ver revisiones: Thiéry
et al,, 2002; Malpaux, 2006). La luz es recibida por fotorreceptores localizados en la

retina, principalmente por los bastones y los conos. Algunas células ganglionares de la
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retina expresan melanopsina, un pigmento fotosensible, y se proyectan hacia el ntcleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo. El NSQ recibe la informaciéon luminica y la
traduce en una sefial enddcrina regulando la secreciéon de melatonina por parte de la
glandula pineal (ver revisidon: Malpaux, 2006). La melatonina se secreta en pulsos
circadianos: se libera solamente durante la fase oscura del dia, alcanzando su
concentracion maxima durante la noche, mientras que durante las horas de luz se
encuentra en niveles basales, brindando informacion fiable del fotoperiodo (ver
revision: Bartness et al, 1993). En los mamiferos, la melatonina actda principalmente
sobre la pars tuberalis de la hipdfisis y en menor medida sobre el NSQ y el area pre-
optica del hipotalamo (Stankov et al,, 1991). En ovinos se ha demostrado que el sitio mas
importante de accién de la melatonina es el hipotdlamo (ver revisién: Malpaux et al,,

2001), especialmente el drea pre-mamilar (Malpaux et al., 1998).

La pinealectomia o la denervacion de la glandula pineal en mamiferos tiene como
consecuencia la incapacidad de responder a los cambios del fotoperiodo con variaciones
estacionales de la funcién reproductiva. Especificamente en ovinos, la pinealectomia
conduce a la desincronizacion de los ciclos reproductivos estacionales, sugiriendo que la
glandula pineal es esencial para la sincronizaciéon endégena de la reproduccién (ver

revision: Arendt, 1998).

La duracién de la secrecion de melatonina es procesada a nivel del sistema
nervioso central y es la sefial que controla la secrecion de GnRH, aunque su accién no es
directamente sobre las neuronas secretoras de GnRH (ver revision: Malpaux et al., 2001)
sino que regula en udltima instancia la secrecion de kisspeptina (Chalivoix et al., 2010),
que es el factor que estimula la secrecion de GnRH (Smith et al,, 2011) (ver seccién 1.1).
El uso de implantes auriculares de melatonina en ovejas estimula tanto la liberacién de
GnRH como de LH (Viguie et al., 1995). Ademas, la colocacién de microimplantes de
melatonina en diferentes partes del hipotdlamo induce la liberacién de FSH y
testosterona y el aumento del tamafio testicular en machos (Lincoln y Maeda, 1992),
mientras que en hembras estimula la secreciéon de LH (Malpaux et al., 1993; Malpaux et
al, 1998). Por ultimo, la administracién via sanguinea de melatonina, simulando el
patron de secrecion durante los dias cortos o largos, estimula o inhibe respectivamente,

la secrecion de LH en ovejas (Bittman y Karsch, 1984).
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En rumiantes originarios o adaptados a las zonas templadas, el fotoperiodo es la
sefial ambiental que determina que la reproduccién ocurra de manera estacional (ver
revisiones: Malpaux et al.,, 1999; Chemineau et al.,, 1988). Las especies estacionales se
pueden agrupar en reproductores “de dias cortos” y “de dias largos” dependiendo de la
época del afio en que los individuos se encuentran sexualmente activos (ver revision:
Malpaux et al., 2001). Los ovinos y los caprinos son reproductores “de dias cortos”, dado
que la estacion reproductiva tiene lugar cuando el fotoperiodo es decreciente, es decir, a
medida que comienza a acercarse el otofio y la cantidad de horas luz disminuye. En este
momento, la melatonina se secreta durante mas horas, lo que funciona como una sefial
estimulatoria para la liberacion de gonadotrofinas y testosterona, y por tanto del
comportamiento sexual. Por el contrario, cuando comienza a acercarse el verano, la
cantidad de horas de luz es mayor y por lo tanto la melatonina se secreta durante menos
horas. En este momento se observa quiescencia reproductiva, caracterizada por
regresiéon gonadal y una disminucién en la concentracién de gonadotrofinas y

testosterona (ver revision: Chemineau et al., 1992; Delgadillo et al., 2004).

A diferencia de lo que ocurre en las hembras, que se vuelven anéstricas, los
cambios estacionales en la actividad reproductiva de los machos no son del todo o nada,
sino que son mas bien cualitativos. Por ejemplo, la produccién diaria de
espermatozoides disminuye durante la estacion no reproductiva, pero la
espermatogénesis no se detiene completamente (Dacheux et al, 1981). Esto ademas
hace que sea dificil definir en forma precisa tanto el inicio como el fin de la estacién
reproductiva en los machos. Como se explicé anteriormente, los machos comienzan a
intensificar su actividad reproductiva algunos meses antes que las hembras comiencen a
ciclar, y la activacion de su eje hipotalamo-hipofiso-gonadal ocurre antes (Bronson,

1989), mientras la duracion de horas luz todavia estd aumentando.

1.3. Estacionalidad reproductiva en los pequeiios rumiantes

Los ovinos y caprinos presentan una variaciéon estacional en la actividad del
hipotadlamo y la hipdfisis (variaciones en la secrecién de gonadotrofinas), y de las
génadas (variaciones en la secrecion de hormonas gonadales) en respuesta a los

cambios en el fotoperiodo (Lincoln y Davidson, 1977; Langford et al., 1999).
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En los caprinos, la estacion reproductiva de las hembras se caracteriza por la
sucesion de ciclos estrales, que generalmente comienzan en el verano o el otofio
temprano, en respuesta a la disminucién de la cantidad diaria de horas de luz. El periodo
de anestro o estacion no reproductiva es determinado por una secrecidn pulsatil de LH
muy baja comparada con la observada durante la estacion reproductiva, sin que se
produzcan ovulaciones, lo que se debe a la inexistencia de los picos pre-ovulatorios de
LH y FSH. La disminucién considerable de la liberaciéon de LH durante este periodo es
consecuencia de una retroalimentacion negativa por parte del estradiol sobre el
hipotalamo y la hipdfisis, consecuencia de la acciéon de la melatonina sobre el eje

hipotalamo-hipofisario (ver revisién: Ungerfeld, 2007).

En los machos, durante la estacion reproductiva aumenta la secreciéon de LH, FSH
(D’Occhio et al., 1984; Langford et al., 1999), y testosterona (Lincoln y Short, 1980;
Todini et al., 2007), asi como el peso corporal y el tamafio testicular (Ahmad y Noakes,
1995; Langford et al., 1999; Kafi et al., 2004). El aumento en la secrecion de testosterona
promueve cambios comportamentales (ver revision: O’Donnell et al.,, 2006). Durante la
estacion reproductiva los machos realizan mayor cantidad de comportamientos sexuales
involucrados en el cortejo, como los acercamientos laterales, olfateos ano-genitales y
montas (Lincoln y Davidson, 1977; Hammoudi et al.,, 2010). Especificamente en chivos,
la produccién de semen aumenta en calidad y cantidad durante el otofio (Karagiannidis
et al,, 2000): el volumen del eyaculado, la cantidad de espermatozoides producidos, la
motilidad espermatica (Kafi et al., 2004) y la fertilidad son maximas (Dacheux et al,,
1981), mientras que el porcentaje de espermatozoides muertos y el porcentaje de
espermatozoides anormales son minimos (Rahman y Kandil, 1984; Ahmad y Noakes,
1996). El olor caracteristico de los machos se vuelve mas intenso durante la época
reproductiva (McEwan-Jenkinson et al., 1967, citado por Claus et al., 1990), lo que
resulta importante porque forma parte del repertorio de sefiales sexuales que utilizan
los machos. Durante la estacion no reproductiva, estos efectos positivos sobre los
parametros reproductivos desaparecen y los machos comienzan un periodo de

quiescencia reproductiva (Delgadillo et al., 2004).

Se ha sugerido que los metabolitos de la testosterona y algunos analogos
sintéticos, como el estradiol y el propionato de testosterona, respectivamente, bajo

condiciones experimentales son mas importantes que la propia testosterona en el
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mantenimiento del patrén circanual de secrecidon de gonadotrofinas (Walkden-Brown et
al., 1997). En chivos castrados, el patrén circanual de secreciéon de LH y FSH desaparece,
pero cuando los mismos son tratados con estradiol o testosterona o, el mismo se

reestablece (Walkden-Brown et al., 1997).

1.3.1. Estacionalidad reproductiva en las cabras

Al igual que los ovinos, los caprinos son una especie con reproduccion estacional:
presentan un ritmo de actividad reproductiva endogeno sincronizado por el fotoperiodo,
que determina el ritmo anual de actividad del eje hipotalamo-hipoéfiso-gonadal, y por
tanto el inicio y el fin de la estacién reproductiva (Delgadillo et al., 1999; ver revision:

Malpaux, 2006).

El patrén reproductivo estacional de los caprinos varia en funciéon de la latitud. Es
asi que cabras criollas de diferentes regiones -probablemente feralizadas a partir de
poblaciones domésticas- varian su patron reproductivo segin el lugar donde se
encuentren. En los caprinos criollos originarios de zonas tropicales, los machos y las
hembras mantenidos bajo condiciones de alimentacién adecuadas y criados en el sub-
tropico mexicano presentan una estacionalidad reproductiva muy poco marcada. Las
hembras adultas pueden ciclar y presentar actividad sexual durante todo el afio
(Chemineau, 1986a), mientras que los machos mantienen el tamano testicular, el
volumen del eyaculado y la concentracion espermatica, asi como el comportamiento
sexual constante durante todo el afio (Chemineau, 1986b). En cambio, las cabras criollas
criadas en Argentina (zona templada) presentan un patron reproductivo estacional.
Rivera et al. (2003) observaron que bajo condiciones de fotoperiodo natural y
alimentacion adecuada, la estacidon reproductiva tiene lugar durante los meses de otofio
e invierno. En este trabajo, las hembras se encontraban en presencia continua de
machos, por lo que los autores sugieren que la estacion reproductiva podria haberse
extendido debido a la estimulacién de la actividad reproductiva que los machos ejercen
sobre las hembras. En concordancia con lo anterior, cabras criollas mantenidas bajo
condiciones de fotoperiodo tropical en Europa no muestran variacion estacional de su
actividad reproductiva. Por el contrario, las mantenidas bajo condiciones de fotoperiodo

templado muestran un periodo de anestro durante la primavera y el verano y un
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periodo de actividad reproductiva (en el que se observan ovulaciones) durante el otofo

y el invierno (Chemineau et al., 2004).

Por otro lado, las cabras de la raza Alpina, originarias de zonas templadas,
presentan una variacion estacional en el comportamiento estral y en la frecuencia de
ovulaciones, con una maxima actividad durante el otofio y un periodo de anestro en
invierno (Chemineau et al, 1992). Resulta interesante que, cuando estas hembras
Alpinas se someten a un régimen tropical de fotoperiodo, las variaciones estacionales en
la actividad reproductiva se mantienen, aunque con algunas diferencias (el
comportamiento estral y las ovulaciones comenzaron antes y su duraciéon fue mucho
mas variable que hembras que se sometieron a régimen de fotoperiodo templado)
(Chemineau et al,, 1992). De forma similar, los chivos Alpinos en zonas templadas
presentan variacién estacional de su actividad reproductiva. Durante el otofio y el
invierno el porcentaje de espermatozoides motiles es maximo y el porcentaje de
espermatozoides anormales es minimo, mientras que durante la primavera y el verano
el porcentaje de espermatozoides motiles es minimo y el porcentaje de espermatozoides
anormales es maximo (Delgadillo et al, 1992). Ademads, la concentraciéon de LH y
testosterona es mayor durante el otofio y el invierno que durante la primavera y el
verano (Delgadillo y Chemineau, 1992) y el comportamiento sexual es mas intenso ya
que se observa un aumento en el porcentaje de montas con eyaculacion (Delgadillo et al.,
1991). Cuando se elimina artificialmente el fotoperiodo, los machos Alpinos, a diferencia
de las hembras, no mantienen la variacion estacional de su actividad reproductiva, si no
que se observan diferencias leves en la calidad del semen (Delgadillo et al., 1992), en la
concentracion de LH y testosterona (Delgadillo y Chemineau, 1992) y en el

comportamiento sexual (Delgadillo et al., 1991) segun la estacion del afio.

En Uruguay, aunque no hay estudios que la caractericen en detalle, se sugiere la
estacion reproductiva de las cabras tiene lugar durante algunos meses de verano y todo
el otofio-invierno, y que la época de anestro estacional se extiende desde el final de la
primavera hasta inicios del verano (ver revision: Menchaca y Ungerfeld, 2010). Las razas
de origen alpino (40 - 502 LN; Pardo Alpina, Saanen y Toggemburg) presentan la
estacion reproductiva desde febrero-marzo hasta setiembre, y las de origen africano y
asiatico (0-152 LN; Anglo Nubian) comienzan un poco mas temprano, desde diciembre-

enero hasta setiembre.
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Las cabras enanas son originarias del oeste de Africa ecuatorial y en la mayoria
de sus paises de origen son utilizadas para la produccién de carne y leche, pero
actualmente su uso se ha extendido a todo el mundo como animales de compaiia o de
exhibicion debido a su gran docilidad (Dairy Goat Journal, 2014). Existen dos tipos de
enanismo en las cabras. Uno da origen a la raza Gabdn -citada generalmente en la
bibliografia como cabras enanas del oeste africano (West African Dwarf goats - WAD
goats) o como cabras nigerianas- y el otro a la raza pigmea (Dairy Goat Journal, 2014;
Farm Animal Biology, 2014; The Pygmy Goat Club of Ireland, 2014). Existe cierta
confusion en la bibliografia cientifica, ya que suele utilizarse el término de cabras enanas
como un indicador de tamafio pero sin distincién de raza (Dairy Goat Journal, 2014).
Uno de los tipos de enanismo es consecuencia de la acondroplastia: los animales
presentan patas desproporcionalmente cortas, cuerpo voluminoso y cabeza chica. El
otro tipo de enanismo es resultado de la hipoplasia pituitaria, lo que lleva a que los
animales presenten cuerpo pequefio pero proporcionado. Estos dos fenotipos
representan los extremos, pero existen gran variedad de formas intermedias (Dairy Goat
Journal, 2014; Farm Animal Biology, 2014; The Pygmy Goat Club of Ireland, 2014). A
partir de la bibliograffa en la que se utilizan cabras enanas, es posible identificar que
posiblemente la raza Gabdén es la que presenta hipoplasia pituitaria. El pelaje es
mayoritariamente negro y blanco, su altura es de 40-50 cm y su peso corporal 20-30 kg
(Farm Animal Biology, 2014). La raza que presenta acondroplastia probablemente es la
pigmea. El color del pelaje es mas variado, incluye el blanco y el marrén. Su altura ronda
los 18-22 cm y su peso corporal los 18-25 kg (Wilson, 1991; Khanum et al 2006), aunque
se reportan machos adultos con un peso corporal de entre 6 y 9 kg (Muduuli, 1979;

Daramola et al., 2006).

Aunque el patrén reproductivo estacional de la raza Gabdn no ha sido estudiado
en detalle, se ha sugerido que esta raza no es estacional (Oppong y Yebuah, 1981;
Khanum et al 2006). En el “Parque Lecocq” de Montevideo se encuentra una poblacién
de cabras de Gabén, de donde provienen los machos utilizados en la presente Tesis. A
partir de los registros de nacimientos ocurridos alli a lo largo de 8 afios (2005-2013) se
determiné el patrén anual de partos (Figura 1A). Se observé que los partos ocurren
durante casi todo el afio, pero casi el 70% se concentran en dos meses: el 28% en mayo
(fin del otofio) y el 41% en setiembre (inicio de la primavera). Durante el resto de los

meses del afio se observ6 un muy bajo porcentaje de partos y durante diciembre-enero y
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junio-julio no se registraron partos. A partir del patrén anual de partos observados se
estimaron los momentos de celos fértiles de las hembras, restandole 5 meses a las fechas

de partos (Figura 1B).
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Figura 1. Patréon anual de partos registrados (A) y de celos fértiles estimados (B) en la poblacién
de cabras de Gaboén del Parque Lecocq, Montevideo, Uruguay (352 S), lugar de donde provienen
los machos utilizados en este trabajo (Datos obtenidos desde 2008 a 2014, porcentajes

calculados a partir de 86 partos observados).

Este patrén de partos es similar al observado en la misma raza en otras regiones.
En Dummerstorf (Alemania, 542 N, 1292 E) los partos ocurren durante todo el afio pero
existen dos picos en los meses de febrero (invierno) y agosto (verano) (Farm Animal
Biology, 2014), y en Legon (Ghana, 52 N, 02 O) los picos se observan en marzo-abril
(primavera) y julio (verano) (Oppong y Yebuah, 1981). En cambio, en Ibadan (Nigeria,
72 N, 32 E) se observa un solo periodo de partos durante agosto y setiembre (verano)

(Sumberg y Mack, 1985).
1.3.2. Factores que afectan la estacionalidad reproductiva en las cabras: nutricién

Para que los animales expresen el maximo potencial reproductivo su nutriciéon
debe ser Optima, ya que ésta es un factor clave en la produccién de gametos (ver
revisiones: Walkden-Brown y Bocquier, 2000; Martin et al, 2004). La produccién
espermatica y el tamafio testicular disminuyen en los machos en condiciones de sub
nutricion (Hiroe y Tomizuka, 1965). Sin embargo, cuando fuera de la estacién
reproductiva se administr6 una dieta mejorada, tanto el tamafio testicular como la

producciéon espermdtica aumentaron, y este aumento se mantuvo por varios meses
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(Walkden-Brown et al.,, 1994a). La calidad del semen también se ve negativamente
afectada bajo condiciones de subnutricidn: el porcentaje de espermatozoides vivos y la
motilidad espermadtica disminuyen, mientras que el porcentaje de espermatozoides
anormales aumenta (Hiroe y Tomizuka, 1965). Asimismo, el comportamiento sexual se
ve afectados por la sub nutricion, ya que chivos alimentados con dietas de baja calidad
despliegan menos cantidad de montas totales y de montas con eyaculacién que los
tratados con dietas de alta calidad (Hiroe y Tomizuka, 1965; Walkden-Brown et al,,

1993b).

La nutricion es un fuerte modulador de la estacionalidad reproductiva, y actda
directamente sobre el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. En chivos alimentados con
dietas de alta calidad, los cambios hormonales debidos a la estacién de aflo ocurren
antes y se mantienen por mas tiempo que los alimentados con dieta de baja calidad.
Ademas, la magnitud de los cambios es mayor en los chivos alimentados con dieta de
alta calidad que en los alimentados con dietas de baja calidad, ya que su masa corporal y

testicular aumentan en mayor medida (Walkden-Brown et al., 1994a).

Sin embargo, en carneros se ha demostrado que el efecto de la nutricién sobre la
estacionalidad reproductiva depende de la raza de los individuos. Los carneros de la
raza Merino presentan una estacionalidad reproductiva poco marcada, y cuando son
alimentados con una dieta suplementada, aumentan la pulsatilidad de LH y su
circunferencia escrotal (CE) tanto en la estacién reproductiva como fuera de ésta. En
cambio, los carneros de la raza Suffolk, que presentan una estacionalidad reproductiva
muy marcada, responden a la suplementacién aumentando su CE y la pulsatilidad de LH
solamente durante la estacion reproductiva (Hotzel et al.,, 2003). Se ha propuesto que
estas diferencias estacionales en la respuesta a la nutricion en los carneros con
estacionalidad reproductiva marcada se debe a que el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal
s6lo es capaz de responder cuando no esta inhibido por el fotoperiodo, como sucede
fuera de la estacion reproductiva (Hotzel et al., 2003). Ademas, en los carneros de la raza
Merino, la nutriciéon tiene una fuerte influencia en los cambios estacionales en el
crecimiento testicular, mientras que en los de la raza Suffolk estos cambios estan
gobernados en mayor medida por el fotoperiodo. Esto pone de manifiesto que la los
mecanismos que median la respuesta a la nutricién son dependientes de la raza (Martin

et al, 2002). Los cambios en el crecimiento testicular inducidos por cambios en la
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nutricién son en parte independientes de los cambios en la secreciéon de GnRH, ya que
no se asocian con cambios en la secreciéon de gondotrofinas ni testosterona (Hotzel et al.,

1997).

1.4. Influencias sociales en la regulacion de la actividad reproductiva

Las sefales sociales modulan y producen cambios sobre la actividad reproductiva
de otros individuos, pudiendo tanto estimularla como inhibirla (ver revision: Ungerfeld
2007). Las especies gregarias, como los caprinos, utilizan sefiales para monitorear el
ambiente, la individualidad y las intenciones inmediatas de los otros integrantes de su

grupo de forma continua (Bronson, 1989).

Un individuo puede estimular la actividad reproductiva de otro individuo, ya sea
de su mismo sexo o del sexo opuesto. Este proceso se denomina “bioestimulaciéon” e
incluye tanto al “efecto macho” como al “efecto hembra” (ver revisiones: Walkden-
Brown et al, 1999; Martin et al, 2004). El fendmeno de la bioestimulacién se ha
observado en muchas especies (roedores: Whitten, 1959; suinos: Hughes y Thorogood,
1999; bovinos: Fiol y Ungerfeld, 2010; ovinos: Martin et al., 1983, y caprinos: Lacuesta et
al, 2014), y puede influir sobre la actividad reproductiva de diferentes maneras:
adelantando la pubertad (Oldham y Gray, 1984), induciendo la ovulacién (Chemineau,

1983) o reduciendo el anestro posparto de las hembras (Geytenbeek et al., 1984).

El efecto macho ha sido bastante mas estudiado que el efecto hembra, por lo que
se toma como referencia para explicar el mismo y es por ello se desarrolla en primer

lugar.
1.4.1. Efecto macho

El efecto macho fue observado por primera vez en ovejas por Underwood et al.
(1944). En su trabajo, reportaron que existié una sincronizacion en la fecha de partos de
las hembras en anestro luego de la introduccidon de machos al rebafio. En cabras, Shelton
(1960) observé que las hembras que fueron alojadas junto con machos presentaron
mayor tasa de ovulacién y foliculos mas grandes que las hembras alojadas aisladas de
machos. La definicién clasica del efecto macho consiste en la introduccién de un macho

en un rebafio de hembras previamente aisladas de machos, de modo que el mismo
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representa una novedad y estimula la actividad reproductiva de las hembras (ver
revisiones: Martin et al.,, 1986; Ungerfeld, 2007; Delgadillo et al.,, 2009). Las hembras
pueden encontrarse en anestro ya sea debido a la estacién del afio (anestro estacional), a
la inmadurez sexual (hembras prepuberes), o a la lactancia (anestro posparto y
lactacional). En general, la introducciéon de machos a un rebafio de hembras en anestro
es utilizada como una técnica para estimular la actividad reproductiva las mismas (ver
revision: Martin et al, 2004) Sin embargo, ha sido demostrado que también induce
cambios en hembras ciclicas, tanto en ovejas (Ungerfeld y Rubianes, 1999; Hawken et al.,

2007) como en cabras (Hawken et al., 2009a).

1.4.1.1.  Respuesta enddcrina de las hembras al efecto macho

En las hembras, la pulsatilidad de LH es menor fuera de estaciéon reproductiva
que durante la misma. Durante este periodo el hipotdlamo estd inhibido porque es
altamente sensible a la retroalimentacién negativa que ejerce el estradiol (Legan y
Karsh, 1980). El estimulo de la introduccién del macho a hembras en anestro hace que la
retroalimentacion que ejerce el estradiol sobre el hipotdlamo se vuelva positiva (Martin
et al., 1983). Por lo tanto, luego de la introduccién de los machos, la secrecion pulsatil de
LH aumente hasta un pico pre-ovulatorio que induce la ovulacién (ovejas: Poindron et
al., 1980; cabras: Chemineau, 1983). En cabras (Hamada et al., 1996; Ichimaru et al,,
1999), el aumento en la secreciéon de LH como respuesta al efecto macho es mediado en
parte por la activacion de las neuronas generadoras de pulsos de GnRH, aunque en
ovejas se ha demostrado recientemente que esto es consecuencia de un aumento de

kisspeptina (Smith et al., 2011).

En ovejas ovariectomizadas, el estimulo de los machos también induce un
aumento en la secrecion de LH, aunque sin alcanzar el pico pre-ovulatorio. Es posible
que el estimulo de los machos actie directamente sobre el hipotalamo, controlando la
secrecion de LH. Por otro lado, cuando ovejas ovariectomizadas son tratadas con
estradiol, la secrecién de LH es mayor que cuando no lo son, por lo que se ha sugerido
que la pulsatilidad de LH depende de la respuesta ovarica en la secrecion de estrégenos
a estos pulsos (Martin et al., 1983). En ovejas ciclicas expuestas a machos, también se

observa un aumento en la frecuencia de los pulsos de LH, independientemente de la
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etapa del ciclo estral en que se encuentren (Hawken et al., 2007). Sin embargo, en cabras
ciclicas la magnitud del aumento en la frecuencia de pulsos de LH luego de la exposicion
a machos depende de la etapa del ciclo estral en la que se encuentren (Hawken et al.,

2009a).

1.4.1.2.  Determinantes de la respuesta de las hembras al efecto macho:

duracion del contacto y aislamiento previo

Se ha sugerido que la cantidad de hembras que ovulan en respuesta a la
estimulaciéon con machos es mayor cuanto mayor es la duracion del contacto (ovejas:
Signoret et al., 1982; cabras: Walkden-Brown et al., 1993a). Sin embargo, Bedos et al.
(2010) demostraron en cabras que basta con que los machos y las hembras
permanezcan en contacto sélo 4 h/dia para lograr la misma respuesta que cuando

permanecen en forma continua.

El aislamiento total de machos no es siempre necesario para inducir la actividad
reproductiva de las hembras: ovejas que se encuentran en contacto con machos ovulan
luego de exponerlas a machos desconocidos (Pearce y Oldham, 1988; Cushwa et al,,
1992), por lo que se podria deducir que al menos en algunas condiciones es suficiente
con que los machos representen una novedad. Ademas, Jorre de St Jorre et al. (2012)
concluyeron que el aislamiento previo de las ovejas es necesario solamente si los
machos son conocidos por las hembras, pero no es necesario si éstos representan una

novedad.
1.4.1.3.  Senales que intervienen en el efecto macho

En el efecto macho las sefiales que estimulan la actividad reproductiva son de
diferentes tipos: quimicas, auditivas y visuales (ver revisiones: Walkden-Brown et al.,
1999; Delgadillo et al.,, 2006). El contacto fisico entre machos y hembras también es un
factor importante en la respuesta de las hembras al estimulo de los machos. Cuando se
permite el contacto total entre machos y hembras, se observa un mayor porcentaje de
hembras que ovulan, en relacién a hembras a las que solo se les permite contacto

quimico y auditivo (Pearce y Oldham, 1988).

Dentro de las sefiales quimicas, las sustancias presentes en la lana o el pelo y la

cera producida por las glandulas sebaceas de los machos estimulan la actividad
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reproductiva de hembras en anestro. La exposicién de cabras al olor de los chivos
produce un aumento en la actividad del generador de pulsos de GnRH (Hamada et al,,
1996). Los olores de los machos son capaces de desencadenar el pico pre-ovulatorio de
LH y la ovulacién, tanto en ovejas (Knight y Lynch, 1980) como en cabras (Claus et al.,
1990; Walkden-Brown et al., 1993a). En cabras también se demostr6 que la destruccion
del epitelio olfativo principal disminuye la secrecion de LH y en el porcentaje de
hembras que ovulan en respuesta al efecto macho, sugiriendo que este mecanismo es en
parte dependiente de sefiales quimicas (Chemineau et al,, 1986). En la bibliografia se
suele referir a las sustancias quimicas que estimulan la actividad reproductiva de los
individuos como feromonas (Iwata et al., 2000; Rekwot et al., 2001; Okamura et al,
2010). Sin embargo, se ha demostrado que la via principal de accién de estas moléculas
es a través del sistema olfativo principal y no del secundario u accesorio (Gelez y Fabre-
Nys, 2006). Incluso se demostr6é que la destruccién del sistema olfativo accesorio no
impide la respuesta endécrina de las hembras al olor de machos, aunque si participa en
la deteccién de estas sustancias quimicas (Cohen-Tannoudji et al., 1989). Por todo lo
anterior es mas correcto referirse a estas moléculas como sefales quimicas que como

feromonas.

Aunque se ha sugerido que las sefiales quimicas son las de mayor importancia en
la respuesta al efecto macho (ver revision: Signoret, 1991), las sefiales auditivas y
visuales también juegan un rol fundamental. Por ejemplo, las vocalizaciones realizadas
por machos durante el cortejo desencadenan un aumento en la pulsatilidad de LH y en la
frecuencia del comportamiento estral de cabras en anestro (Delgadillo et al., 2012). Por
otra parte, las ovejas responden a las imagenes de carneros con un aumento en la
frecuencia de pulsos de LH (Hawken et al., 2009b). De todas formas, la respuesta a la
estimulacion visual es menor que la que con carneros, sugiriendo que esta via de
estimulacion aislada es menos efectiva que la combinacién del contacto fisico con las

sefiales quimicas, auditivas y visuales (Hawken et al., 2009b).

1.4.2. Efecto hembra

El efecto hembra es analogo al efecto macho: la exposicion de machos a hembras

en celo desencadena un aumento en la secrecion de LH y como consecuencia de
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testosterona (Gonzalez et al., 1988a; Walkden-Brown et al., 1994b). El efecto hembra ha
sido mucho menos estudiado y en especies productivas la informaciéon que se ha

generado concierne sobre todo a ovinos.

Uno de los primeros estudios sobre el efecto hembra fue realizado en roedores
por Bronson y Desjardins (1982). Estos autores observaron que la concentracion de LH
aument6 drasticamente en machos sexualmente saciados y machos sexualmente
motivados al exponerlos a hembras en celo. En otro trabajo similar, Coquelin y
Desjardins (1982) observaron que una sefial quimica especifica, probablemente liberada
con la orina de las hembras, indujo un aumento en la concentracién de GnRH y por tanto

de LH en los machos.

1.4.2.1.  Efectos agudos sobre la actividad reproductiva de los machos luego

del contacto con hembras

En chivos la exposiciéon a hembras en celo induce un aumento rapido en la
pulsatilidad de LH y por tanto de la secrecién de testosterona (Muduuli et al., 1979;
Howland et al., 1985; Walkden-Brown et al., 1994b). La magnitud de esta respuesta
depende tanto de la estaciéon del afio como del estado nutricional de los machos
(Walkden-Brown et al., 1994a): fuera de la estacién reproductiva la respuesta es mucho
mas intensa que durante la estacion reproductiva (Schanbacher et al., 1987; Gonzalez et
al 1988b), cuando la concentracién de estas hormonas ya es maxima (Lincoln y Short,
1980). Por otro lado, cuando los machos se encuentran en un régimen de alimentacion
basado en una dieta de alta calidad, el aumento de la secrecion de LH se adelanta y la

testosterona permanece elevada durante mas tiempo (Walkden-Brown et al., 1994a).

En carneros también se observé un aumento casi inmediato de la concentracion
de LH y testosterona a partir de alojarlos con hembras en celo, respuesta que se
mantuvo mientras duré el contacto con las mismas (Ungerfeld y Silva, 2004).
Inmediatamente después de la exposicién de carneros a ovejas en celo la concentracién
de LH y testosterona aumentan, aunque no asi la de FSH (Yarney y Sanford, 1983;
Gonzalez et al.,, 1988a; Ungerfeld y Silva, 2004). Complementariamente, la exposicion
aguda de carneros a hembras en celo tiene como resultado inmediato el aumento del

fluido testicular (Ungerfeld y Fila, 2012). Este aumento depende del grado de actividad
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sexual de los machos: en carneros de alto desempeno sexual, la concentracién de estas
hormonas aumentd luego de la exposiciéon a hembras en celo, pero no asi en carneros de
bajo desempefio sexual (Perkins et al., 1992). Por otro lado, los machos modificarian su
comportamiento y mejorarian su desempefio en los apareamientos como consecuencia
del aumento en la concentracidn de testosterona (Mattner et al, 1976, citado por

Wodzicka-Tomasweszewska et al., 1981).

1.4.2.2.  Efectos cronicos sobre la actividad reproductiva de los machos luego

del contacto con hembras

Cuando el contacto de carneros con hembras en celo es continuo, el tamafio (Illius
et al,, 1976) y la firmeza y elasticidad testicular (Ungerfeld y Silva, 2004) aumentan, al
igual que la actividad sexual y el comportamiento agresivo (Illius et al., 1976). En el
venado de campo la presencia crénica de hembras tiene efectos positivos sobre las
caracteristicas reproductivas de los machos: los machos que fueron alojados en forma
permanente con hembras presentaron astas mas grandes y pesadas (Ungerfeld et al.,
2009), con mayor proporcién de tejido compacto (Ungerfeld y Canabal, 2014), mayor
concentracion fecal de testosterona, y semen de mejor calidad que machos alojados
aislados de hembras (Villagran y Ungerfeld, 2013). En chivos pre-puberes, el contacto
permanente con hembras induce un aumento mas temprano de la CE y la concentracién

de testosterona (Lacuesta et al., 2014).

En sintesis, la estacionalidad reproductiva de los pequefios rumiantes puede ser
modificada mediante interacciones de origen socio-sexual, adelantando y sincronizando
la actividad reproductiva de las hembras. Pero, a diferencia de los estudios realizados en
base al efecto macho, la informacién relacionada a los efectos crénicos de la presencia de

hembras sobre la estacionalidad reproductiva de los machos es escasa.
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2. HIPOTESIS

Los chivos de Gabo6n presentan un patréon reproductivo estacional moderado.

El estimulo con sefales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo
adelanta el patron reproductivo estacional y aumenta los indicadores

reproductivos durante la estacion reproductiva de los chivos adultos de Gabén.
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3. OBJETIVOS

Describir el patron reproductivo estacional de chivos adultos de Gabon en

Uruguay (352S).

Determinar si el estimulo con sefiales quimicas, auditivas y visuales de hembras
en celo, en ausencia de contacto fisico, adelanta el patrén reproductivo estacional
de los chivos adultos de Gabdn y si induce aumentos en la concentracion de
testosterona, la CE y la cantidad de fluido testicular, y si mejora la calidad del

semen de los chivos.

32



4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para describir el patron reproductivo estacional de los chivos de Gabon, asi como
para determinar los efectos de la presencia continua de hembras en celo sobre la
actividad reproductiva de los machos, se utilizaron dos grupos de chivos adultos de
Gabon, una raza que puede ser utilizada como un modelo de especie con reproduccién
estacional, dado que presenta patrones reproductivos tipicos de los rumiantes. Uno de
los grupos se mantuvo totalmente aislado de hembras. El otro grupo de chivos se
mantuvo en presencia permanente de hembras, ya que las mismas se encontraban
separadas de los machos mediante un tejido de alambre, de forma de minimizar el
contacto fisico. Por tanto, este grupo de chivos fue estimulado por sefiales quimicas,
auditivas y visuales de hembras en celo. La decisién de minimizar el contacto fisico tuvo
varios fundamentos. En primer lugar, desde el punto de vista practico, de permitir el
contacto fisico, las hembras hubieran quedado prefadas, por lo que el efecto
estimulatorio sobre los machos habria desaparecido, ya que el comportamiento estral de
las hembras resulta fundamental para desencadenar y mantener la respuesta en la
actividad reproductiva de los machos (Ungerfeld y Silva, 2004; Lacuesta et al., 2014). Por
otro lado, algunas de las variables de respuesta utilizadas (concentraciéon de
testosterona, calidad seminal, cantidad de fluido testicular) varian fuertemente segutn si
existe o no interaccién entre los sexos, por lo que contacto fisico entre machos y
hembras hubiera afectado a las propias variables de respuesta. Ademas, esto hubiera
afectado en forma diferencial a distintos machos, ya que las relaciones de dominancia-
subordinacion determinan el acceso de los mismos a las hembras. Por tanto, mientras
que estas variables se hubieran afectado mucho en algunos individuos, probablemente

hubieran sido poco afectadas en otros.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales y su manejo

El experimento se realizé entre abril de 2012 y mayo de 2013. Se utilizaron 16
chivos de Gabén (Capra hircus) adultos, de 3 a 5 afos de edad y con un peso corporal de
29,2 + 1,5 kg (media * EE). Los animales se separaron en dos grupos homogéneos en
edad y peso corporal, y se alojaron en dos corrales de 17 m x 10 m y con caracteristicas
de luz/sombra similares. Ambos corrales se ubicaron a 352 S y la cantidad de horas luz a
lo largo del afio vari6 de 9 h 51 min a 14 h 29 min (Figura 2) (The weather channel,
2014). Los animales fueron alimentados con fardos de alfalfa (0,5 kg.dial.animall) y
dispusieron de agua ad libitum. Todos los procedimientos fueron aprobados por la
Comision de Experimentacién en el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de

Veterinaria.

16 -
14 A
12 A

10 A

Cantidad de horas luz/dia

8

Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May

| Otofio | Invierno | Primavera | Verano | Otofio |

Figura 2. Cantidad de horas luz por dia a lo largo de un afio en Uruguay (352 S), calculadas a

partir de la hora de salida y puesta del sol (The weather channel, 2014).

Antes de comenzar el experimento, todos los machos se encontraban en un corral
muy cercano a otro en el que se alojaban las hembras (que no estaban bajo tratamiento
hormonal para la induccién del celo). Se mantuvieron en estas condiciones durante 3
meses, y fueron separados en sus respectivos grupos 3 semanas antes del primer
muestreo.

A partir de ese momento, un grupo de 9 chivos se alojé en completo aislamiento

de hembras, en las instalaciones del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
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Veterinaria, Montevideo, por lo que no existi6é ningtn tipo de contacto (quimico, auditivo
y visual) con ellas (distancia minima = 1000 m) (grupo GA). Los 7 chivos restantes se
alojaron en un corral adyacente a otro en el que se encontraban 3 hembras adultas, en el
campo experimental N22 de la Facultad de Veterinaria, Libertad, San José (grupo GH)
(Figura 3). Cada semana, mediante tratamiento farmacologico, se indujo el celo de una
de las hembras, de forma de asegurar que al menos una de ellas estuviera en celo
durante al menos 3 dias a la semana. El celo se indujo a través de la colocacién de
dispositivos intravaginales impregnados con acetato de medroxiprogesterona durante 5
a 7 dias seguido de inyecciones intramusculares de benzoato de estradiol (1,5 mg,

Benzadiol 100, Laboratorio Universal, Montevideo, Uruguay) cada 12 h, durante 3 dias.

Figura 3. Alojamiento de los chivos de Gabdn estimulados por sefiales quimicas, auditivas y
visuales de hembras en celo. En un corral se alojaron 7 machos y en el corral adyacente,
separado por un tejido de alambre, 3 hembras (1 vez por semana se indujo el celo farmacolégico

durante 3 dias a una de las hembras).

5.2. Variables de respuesta

Se midid el peso corporal y la CE en forma semanal, al tiempo que se obtuvieron

muestras sanguineas para la medicion de la concentracion sérica de testosterona. De
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forma quincenal se obtuvieron muestras de semen fresco, se evaluaron sus

caracteristicas, y se realizaron ecografias testiculares.

5.2.1 Peso corporal y caracteristicas testiculares

Los animales se pesaron una vez por semana utilizando una balanza digital. La CE
se midi6 semanalmente utilizando un escrotimetro y se realizaron ecografias
testiculares cada dos semanas. Las ecografias testiculares se realizaron con un equipo B-
mode (Wed9618V, Welld, Guangdong, China) con un transductor lineal de 7,5 MHz,
conectado a un dispositivo para obtencidn de las imagenes en formato digital de acuerdo
a Ungerfeld y Fila (2011). Los ajustes del ecégrafo (ganancia, brillo, contraste) se
estandarizaron y se mantuvieron para todas las imagenes. Se escane6 cada testiculo en
plano longitudinal al mediastino. Se analiz6 la intensidad del color de los pixeles de las
imagenes en una escala de grises que varia entre 0 y 255 (0 = negro; 255 = blanco)
utilizando un software apropiado (Image Proplus 3.01, Media Cybernetics, Los Angeles,
EEUU). En cada imagen se analizaron 4 circulos de 1 cm de diametro, dos por encima y
dos por debajo del mediastino testicular, de forma de cubrir un area representativa de la
superficie total de la imagen. Para cada imagen se obtuvo un valor promedio de la
intensidad del color de los pixeles de los cuatro circulos, es decir de su ecogenicidad.
Cuanto menor es la ecogenicidad mas oscuras son las imagenes. Esto permite estimar la
cantidad de fluido testicular (imagenes mas oscuras indican mas cantidad de fluido
testicular) (Ungerfeld y Fila, 2011). En el mes de agosto no se pudieron realizar las

ultrasonografias testiculares por problemas técnicos.

5.2.2. Obtencion de muestras sanguineas y determinacion hormonal de

testosterona

Las muestras sanguineas se obtuvieron mediante venopuncion yugular en forma
semanal y en el mismo horario (10:00 am). Luego de obtenidas, las muestras de sangre
se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 h y se centrifugaron durante 30 min
a 4000 rpm para separar el suero. Este se almacené en tubos eppendorfs a -20 2 C hasta

que se determino la concentracion de testosterona.
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La concentracién de testosterona se determiné mediante radioinmunoanalisis
utilizando un kit comercial de fase s6lida (TKTT5; Count-A-Count, Siemens, Los Angeles,
CA, EEUU). El limite de deteccién del ensayo fue 0,1 nmol/L. Los coeficientes de
variacién intra-ensayo para los controles bajo y alto fueron 8,7% y 5,2%
respectivamente, y los coeficientes de variacion inter-ensayo para los controles bajo y

alto fueron 14,7% y 8,3 respectivamente.

5.2.3. Extraccion de semen y caracteristicas seminales

Se colecté semen en forma quincenal utilizando un electroeyaculador (Fuhijira
Industry, Tokyo, Japén) equipado con un vastago de 30 x 1,5 cm con 4 electrodos
circulares de 1 cm de ancho. Para colectar el semen, se sostuvo el pene dentro de una
copa de vidrio mantenida a 372 C en bafio maria. Los estimulos eléctricos se aplicaron en
dos etapas: una primera serie de 2 pulsos de 3 V cada 6 s, alternando con periodos se
igual duracion, seguida de una segunda serie de pulsos de 5 V cada 3 s, alternado con

periodos de igual duracién, hasta que se colect6 todo el semen.

En las muestras de semen fresco se evalud: volumen del eyaculado utilizando
micropipetas, motilidad espermatica de masa (MM), y motilidad espermatica individual
(MI, porcentaje de espermatozoides motiles progresivos) de acuerdo a Evans y Maxwell

(1987).

Para la MM se utiliz6 una escala de 0 a 5 de acuerdo a la cantidad de remolinos y
la velocidad del movimiento de los mismos sobre los limites de una gota de semen a
37°C en el microscopio de luz, a bajo aumento (40x). La MI se determin6é en una
preparacion de semen diluido con leche descremada UHT a 372 C. En el microscopio de
luz a gran aumento (400x) se determind la proporcién de espermatozoides con

movimiento rectilineo progresivo en varios campos de vision.

Las muestras de semen fresco se diluyeron y fijaron con formol citrato para luego

determinar la concentraciéon espermatica (espermatozoides/mL) y el porcentaje de
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espermatozoides con morfologia anormal. La concentracién espermadtica se calculé
utilizando una cdmara de Neubauer, contando los espermatozoides ubicados sobre los
limites izquierdo e inferior de 5 zonas de la cdmara, y aplicando la siguiente férmula:
factor de diluciéon x 10.000 x cantidad de espermatozoides contados en la camara de
Neubauer/5. El porcentaje de espermatozoides con morfologia anormal se determiné en
una muestra de 100 espermatozoides. Las muestras obtenidas durante el mes de
octubre se aglutinaron, por lo que no pudieron ser evaluadas para determinar el
porcentaje de espermatozoides anormales y no se incluyeron en el analisis. Ademas se
calculd el total de espermatozoides en el eyaculado (concentraciéon espermatica x
volumen del eyaculado), y a partir de este valor se calculd el total de espermatozoides

motiles progresivos en el eyaculado.

5.3. Andlisis estadistico

Todas las variables se compararon mediante ANOVA para medidas repetidas,
considerando como factores principales el tratamiento (GH y GA), el tiempo (quincenas
0 meses segun la variable) y la interaccién entre ambos (programa estadistico SAS
Visual Statistics, Carolina del Norte, EEUU). Los datos semanales de peso corporal, CE y
concentracion de testosterona se agruparon como medias quincenales, de forma que
cada mes cuenta con dos valores para cada una de estas variables. Los datos quincenales
de la intensidad del color de los pixeles de las ultrasonografias testiculares se agruparon
en forma mensual. Los datos se expresan como media * error estandar (EE). Se
consider6 significancia estadistica cuando P< 0,05, y tendencia estadistica cuando 0,1

<P< 0,05.
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6. RESULTADOS

Los efectos principales para cada una de las variables analizadas se presentan en
la Tabla 1. Todas las variables consideradas variaron de acuerdo a los meses del afio (P<
0,0001 para todas). Como se describe detalladamente mas adelante, el peso corporal y la
CE no fueron diferentes entre grupos. Globalmente, la concentracion de testosterona fue
mayor en los chivos GA que en los GH, pero en varios momentos esta relacion se invirti6
y fue mayor en los chivos GH que en los GA. En general, la calidad seminal fue mejor en
los chivos GH que en los GA: los chivos GH presentaron globalmente mayor MM y
concentracion espermatica, el total de espermatozoides motiles progresivos en el
eyaculado tendi6 a ser mayor y en varios momentos presentaron menor porcentaje de
espermatozoides anormales. Por su parte, la ecogenicidad testicular fue mayor en los

chivos GH que en los GA.

Tabla 1. Efectos principales del tratamiento y el tiempo, y su interaccién, en chivos adultos de

Gabon aislados o estimulados con sefiales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo.

Grupo Tiempo Grupo*Tiempo

Peso corporal (kg) ns <0,0001 0,0001
CE (cm) ns <0,0001 0,1
Ecogenicidad testicular 0,0001 <0,0001 0,0001
Concentracion de testosterona (nmol/L) 0,04 <0,0001 <0,0001
Semen

Concentracion espermatica (spz/mL) 0,05 <0,0001 ns

Total de spz en el eyaculado ns <0,0001 ns

Spz anormales (%) ns <0,0001 0,0001

MM 0,01 <0,0001 0,01

Total de spz motiles progresivos en el 0,1 <0,0001 0,06

eyaculado

spz: espermatozoides; ns= diferencias no significativas

6.1. Peso corporal y caracteristicas testiculares

El peso corporal no fue diferente entre grupos, varié de acuerdo a los meses del
afio (P< 0,0001), y hubo una interaccién entre grupo y tiempo (P< 0,0001) (Figura 4B).

Los valores mas altos de peso corporal se observaron desde la segunda quincena de
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octubre y hasta la segunda de abril. Las interacciones observadas se debieron a
diferencias en el cambio del peso corporal entre tiempos: desde la segunda quincena de
diciembre y hasta la segunda de enero, el peso corporal disminuy6 en los chivos GH (P<
0,05), pero en los GA no hubo cambios significativos. Luego, en febrero, el peso corporal

aumento en los chivos GH (P= 0,03), pero no en los GA.

La CE no fue afectada por el grupo, vari6 a lo largo de los meses del afio (P<
0,0001) y se observd una tendencia a la interacciéon entre grupo y tiempo (P= 0,1)
(Figura 4C). La CE present6 un patrén estacional muy similar al del peso corporal: los
valores mayores se observaron desde la primera quincena de noviembre hasta finales de

abril.

La ecogenicidad testicular fue menor en los chivos GH que en los GA (imagenes
mas oscuras en GH que en GA, Figura 4) (118, 5 + 5 vs 138,1 + 5,5, respectivamente, P<
0,0001). Ademas, la ecogenicidad testicular vari6 de acuerdo a los meses del afio (P<
0,0001), y hubo interaccién entre grupo y tiempo (P< 0,0001) (Figura 5D). La menor
intensidad de los pixeles se observ6 durante junio y julio, y luego en abril y mayo del
segundo afno. La mayor intensidad de los pixeles se observo en setiembre y octubre. A
excepcion del mes de noviembre, la intensidad de los pixeles siempre fue menor en los

chivos GH que en los GA.

Figura 4. Ultrasonografias testiculares de chivos adultos de Gaboén. La imagen de la izquierda
corresponde al grupo de chivos adultos de Gabén estimulados por sefiales quimicas, auditivas y
visuales de hembras en celo, menos ecogénica o mas oscura que la imagen de la derecha, que

corresponde al grupo de chivos aislados de hembras.
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estimulados por sefiales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo (4 n= 7) y de chivos
aislados de éstas (--0--, n= 9). Las barras grises indican los periodos de celos fértiles estimados
de hembras de Gabdn de la poblacién de origen a lo largo del afio. Diferencias significativas entre
tiempos se indican con letras diferentes. Diferencias significativas para un mismo tiempo y
diferencias significativas en el cambio entre tiempos se indican como * (P< 0,05), ** (P< 0,01) y

%% (P< 0,0001).

6.2. Concentracion de testosterona

La concentracién de testosterona fue mayor en los chivos GA que en los GH (13,9
+ 1,0 nmol/L vs 9,6 + 0,9 nmol/L, respectivamente, P= 0,04). A su vez, varié de acuerdo a
los meses del afio (P< 0,0001), y hubo interacciéon entre grupo y tiempo (P< 0,0001)
(Figura 5B). Los valores mas altos de concentracidn de testosterona se registraron desde
enero hasta abril del segundo afio. En abril (P= 0,02) y mayo (P= 0,02) del primer afio,
junio (P=0,03), febrero (P< 0,0001) y abril (P= 0,002) y mayo (P= 0,04) del segundo afio

la concentracién de testosterona fue mayor en GA que en GH.

Cuando se analiz6 la concentracién de testosterona considerando solamente los
meses de agosto a enero, periodo en que present6 valores basales, las concentraciones
fueron mayores en GH que en GA (64 = 2,2 nmol/L vs 3,6 * 0,8 nmol/L,
respectivamente, P= 0,004) (Figura 5C).
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(P< 0,0001).
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6.3. Caracteristicas seminales

La concentracidn espermatica fue mayor en los chivos GH que en los GA (1118,2
+ 377,6 x 106 espermatozoides/mL vs 828,3 + 2959 x 106 espermatozoides/mL,
respectivamente, P= 0,05), vari6 de acuerdo a los meses del afio (P< 0,0001), y no hubo
interaccién entre grupo y tiempo. Los valores mas altos de concentracion espermatica se
encontraron en octubre, y desde noviembre hasta la primera quincena de enero (Figura

5B).

El total de espermatozoides en el eyaculado no fue diferente entre grupos, vario a
lo largo del tiempo (P< 0,0001), y no se observé interaccion entre grupo y tiempo. Los
valores mas altos del total de espermatozoides en el eyaculado se encontraron desde la
primera quincena de noviembre hasta la primera quincena de febrero, con el valor

maximo en la segunda quincena de enero (Figura 5C).

El porcentaje de espermatozoides anormales no fue diferente entre grupos, vario
de acuerdo a los meses del afio (P< 0,0001), y se observd una interaccién entre grupo y
tiempo (P= 0,0001) (Figura 5D). El porcentaje mas bajo de espermatozoides anormales
se observo en la primera quincena de setiembre, en la segunda quincena de enero y en la
segunda quincena de abril del segundo afio. En la primera quincena de setiembre (P=
0,01), segunda quincena de noviembre (P= 0,02) y diciembre (P= 0,0004), y durante
mayo del segundo afio (primera quincena P= 0,02, segunda quincena P= 0,007), el

porcentaje de espermatozoides fue mayor en los chivos GA que en los GH.
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Gabon estimulados por sefiales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo (-¢-, n=7) y de
chivos aislados de éstas (--0--, n= 9). Las barras grises indican los periodos de celos fértiles de
hembras de la misma poblacién a lo largo del afio. Diferencias significativas entre tiempos se
indican con letras diferentes. Diferencias significativas para un mismo tiempo se indican como *

(P< 0,05), ** (P< 0,01) y *** (P< 0,0001).

La MM fue mayor en GH que en GA (2,5 + 0,6 vs 1,6 + 0,4, respectivamente, P=
0,01), vari6 de acuerdo a los meses del afio (P< 0,0001), y se observo una interaccion
entre grupo y tiempo (P=0,01) (Figura 6B). Los valores mas altos de MM se observaron
en julio, y desde la segunda quincena de enero hasta la segunda quincena de abril del
segundo afio. Los valores mas bajos se registraron en la primera quincena de setiembre
y a finales de mayo del segundo afio. La MM fue mayor en los chivos GH que en los GA en
la primera quincena de agosto (P= 0,02), durante octubre (primera quincena P= 0,0001,
segunda quincena P= 0,05), en la segunda quincena de diciembre (P= 0,05) y febrero (P=
0,03), durante marzo (primera quincena P= 0,001, segunda quincena P= 0,03), en abril
del segundo afio (primera quincena P= 0,003, segunda quincena P= 0,02), y durante la

primera quincena de mayo del segundo afio (P=0,01).

El total de espermatozoides motiles progresivos en el eyaculado tendi6 a ser
mayor en GH que en GA (595 * 246 x 106 vs 368,9 + 163,7 x 108, respectivamente, P=
0,1), vari6 de acuerdo a los meses del afio (P< 0,0001) (Figura 6C). El total de
espermatozoides fue mayor en la segunda quincena de mayo y hasta la primera
quincena de julio y desde la segunda quincena de octubre hasta la primera quincena de
abril del segundo afio. Los valores maximos se observaron en la segunda quincena de
octubre, en la segunda quincena de enero y en la primera quincena de abril del segundo

ano.
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Figura 8. Cantidad de horas luz por dia (A), motilidad espermatica de masa (B) y total de
espermatozoides motiles en el eyaculado (C) de chivos adultos de Gaboén estimulados por
senales quimicas, auditivas y visuales de hembras en celo (#4- n= 7) y de chivos aislados de
éstas (--0--, n= 9). Las barras grises indican los periodos de celos fértiles de hembras de Gabén
de la misma poblacidn a lo largo del afio. Diferencias significativas entre tiempos se indican con

letras diferentes. Diferencias significativas para un mismo tiempo se indican como * (P< 0,05), **
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(P< 0,01) y *** (P< 0,0001).
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7. DISCUSION

A partir de los resultados se describe por primera la estacionalidad reproductiva
de chivos adultos de Gabon en las condiciones climaticas del Uruguay. En nuestras
condiciones los chivos adultos de Gabdn presentaron un patrdén reproductivo estacional
poco marcado, con variaciones moderadas en la mayoria de las caracteristicas
reproductivas de acuerdo a los meses del afio. En general, el patron reproductivo
estacional fue similar entre los chivos estimulados por hembras y los chivos aislados de
éstas. Sin embargo, globalmente, la mayoria de las caracteristicas reproductivas
analizadas fueron mejores en los chivos estimulados por hembras: éstos tuvieron mayor
concentracion sérica de testosterona fuera de la estacién reproductiva y durante todo el

afio presentaron semen de mejor calidad, y mayor cantidad de fluido testicular.

7.1. Patron reproductivo estacional de los chivos de Gabdn

El patrén reproductivo estacional moderado de los chivos de Gabon posibilita que
sean capaces de reproducirse a lo largo de todo el afio, aunque las caracteristicas
reproductivas evaluadas en general fueron mejores desde el mes de noviembre hasta el
mes de abril (desde el final de la primavera hasta mediados de otofio). Dado que los
chivos de Gabdn son originarios de zonas tropicales es de esperar que las variaciones
estacionales en las caracteristicas reproductivas evaluadas sean moderadas aiin cuando
sean mantenidos en un ambiente con mayor variacién estacional del fotoperiodo.
Considerando que los partos ocurren con mayor frecuencia en los meses de setiembre y
mayo, y que la duracion de la gestacidon de los caprinos es de 5 meses, las hembras
manifestaron los celos fértiles principalmente en abril (otofio) y diciembre (verano). Los
machos adelantan su periodo de mayor actividad reproductiva respecto al momento en
que las hembras comienzan a ciclar, y teniendo en cuenta que la duracion de la
espermatogénesis en chivos es de aproximadamente 47 dias (Franca et al., 1999), es
coherente que el periodo de mayor actividad de los machos se observe entre los meses

de marzo-abril (otofio) y octubre-noviembre (primavera).

A pesar de que los machos podrian reproducirse a lo largo de todo el afio,

solamente se observan dos periodos de partos en las hembras provenientes de la
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poblaciéon de origen. Esto parece ser una caracteristica inherente a la raza de Gabén, ya
que el patrén anual de partos es similar al observado en otras condiciones (Oppong y
Yebuah, 1981; Farm Animal Biology, 2014). La existencia de dos periodos en los que
ocurren los partos indica que las hembras presentan comportamiento estral
acompanado de ovulaciones fértiles en dos periodos, ya que los machos no parecen
tener limitaciones para reproducirse en diferentes momentos del afio. La separacion
entre estos periodos es muy breve, de unos dos meses en los que no se registré ningin
parto, por lo que no puede ser consecuencia de la duracion de la gestacion, ya que si asi
fuera, deberia ser de como minimo 5 meses. De lo anterior se podria inferir que en la
poblacion existen dos grupos de hembras, y que uno de ellos se reproduce antes que el

otro.

7.2. Efectos crénicos de la estimulacion de hembras en celo sobre la actividad

reproductiva de los machos

El estimulo con hembras en celo tuvo efectos positivos sobre la actividad
reproductiva de los machos pese a que se minimizé el contacto fisico. En carneros se ha
demostrado que el hecho de que las hembras se encuentren en celo es un factor
importante para desencadenar una respuesta en la actividad reproductiva de los
machos, ya que las hembras en celo inducen una respuesta mayor que las que no lo
estdn (Gonzalez et al.,, 1991). Ademas, el comportamiento estral es fundamental para
desencadenar y mantener la respuesta en la actividad reproductiva de los machos
también en carneros (Ungerfeld y Silva, 2004). Por otro lado, al igual que en el efecto
macho, la respuesta a la presencia de hembras involucra varios tipos de sefiales emitidas
por las hembras. Cuando se permite el contacto fisico, ademas de las sefiales quimicas,
auditivas y visuales, intervienen las tactiles. En carneros se ha propuesto que la
respuesta aguda de los machos es mayor cuando se permite el contacto fisico entre
machos y hembras que cuando no se lo permite (Gonzalez et al., 1988b). Pese a que en
este trabajo se minimizo6 el contacto directo hubo una respuesta clara. Entonces, aunque
el contacto fisico entre machos y hembras podria maximizar la respuesta de los machos,

no es necesaria para inducir cambios en los parametros reproductivos evaluados.
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Durante la estacién no reproductiva, los chivos estimulados con hembras en celo
presentaron mayor concentracion sérica de testosterona; sin embargo, el semen fue de
mejor calidad, y los chivos estimulados tuvieron mayor cantidad de fluido testicular
durante todo el afio. Esto se reflejo en una mayor concentracidon espermatica, una mayor
motilidad espermatica de masa y un menor porcentaje de espermatozoides anormales
en varios mementos y una tendencia a una mayor cantidad de espermatozoides motiles
en los chivos estimulados con hembras que en los aislados de éstas, ademas de
presentar menor ecogenicidad testicular. La testosterona es imprescindible para el
establecimiento y el mantenimiento de la espermatogénesis (ver revision: Hedger y
Hales, 2006), y su concentracion esta relacionada positivamente con la cantidad y
calidad de semen que se produce (Sun et al., 1990; Malo et al., 2009). Por lo tanto, es de
esperar que cuanto mayor sea la concentracion de testosterona, mayor sea la calidad del
semen. Probablemente la mayor concentracion de testosterona de los chivos
estimulados por hembras en celo durante la estaciéon no reproductiva fue suficiente para

lograr una mejor calidad del semen durante todo el afio.

Por otro lado, la mayor cantidad de fluido testicular de los chivos estimulados por
hembras en celo podria asociarse a un aumento en la secrecion de GnRH. En este
sentido, en carneros se ha demostrado que la administracion de multiples dosis de GnRH
induce un aumento de la cantidad de flujo testicular, lo que seria consecuencia de la
estimulacion por parte de la LH del flujo sanguineo testicular y la permeabilidad de los
capilares testiculares (Ungerfeld y Fila, 2011). Ademas se observo que la ecogenicidad
testicular de carneros expuestos a hembras en celo también disminuye, al mismo tiempo
que aumenta la concentracién de testosterona (Ungerfeld y Fila, 2012). Aunque se ha
observado que la ecogenicidad testicular se relaciona positivamente con la
concentracion de testosterona (Wu et al., 2010), en esta Tesis los chivos estimulados por
hembras en celo tuvieron mayor cantidad de fluido testicular pero presentaron una
menor concentracion de testosterona. Una posible explicacién para esta aparente
paradoja -mejor calidad de semen y mayor fluido testicular a pesar de la menor
concentracion de testosterona- podria ser que el estimulo de las hembras determiné una
mayor efectividad de la testosterona. Esto podria deberse a que la misma cantidad
testosterona produzca un impacto mayor de la sobre la producciéon de semen y el flujo
testicular. Se ha demostrado en diversas especies de vertebrados que las senales

sociales influyen sobre la expresion génica a diferentes niveles del eje hipotalamo-
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hipéfiso-gonadal (ver revision: Maruska y Fernald, 2011a). Por ejemplo, cuando peces
aumentan su rango jerarquico se observa un aumento de los niveles de ARNm para
receptores gonadales de LH, FSH y testosterona (Maruska y Fernald, 2011b). Es decir,
como consecuencia de seflales sociales se modifica la expresion de genes que codifican
para receptores de gonadotrofinas y testosterona en los testiculos. Aunque esto no ha
sido determinado aun en mamiferos, algo similar podria estar ocurriendo en los
animales de este trabajo. Los chivos estimulados por hembras podrian tener mayor
cantidad de receptores de testosterona en los testiculos, lo que podria determinar que
aunque su concentracion de testosterona fue menor durante la estacion reproductiva, la
eficacia de la espermatogénesis fuese mayor que en los chivos aislados de éstas, por lo
que la produccién de semen podria haber aumentado en cantidad y calidad, asi como
también en la cantidad de fluido testicular. Desde otro punto de vista, se podria
considerar que otras hormonas, diferentes a la testosterona, podrian generar efectos
positivos sobre la calidad seminal. Por ejemplo, en chivos de la raza Zairabi, la mejor
calidad seminal durante el otofio fue acompafiada por una alta concentracién de LH
(Barkawi et al., 2006). Por lo tanto, la mejor calidad seminal de los chivos estimulados
por hembras podria ser consecuencia de diferencias en la concentracién de otras

hormonas en relacion a los chivos aislados de hembras.

Por otro lado, es probable que bajo las condiciones en las que se encontraban los chivos
estimulados por hembras pudiera existir un escenario posible para el desarrollo de
competencia espermatica. Los machos son capaces de reconocer a otros como
competidores por el acceso a las hembras. Aunque la informacién es escasa, se ha
demostrado que algunos machos de mamiferos son capaces de reconocer mediante
sefiales quimicas a machos rivales (delBarco-Trillo y Ferkin, 2004; Vaughn y Ferkin,
2011). En este sentido, machos en presencia de hembras en celo expuestos al olor de un
macho rival aumentan notoriamente su comportamiento sexual hacia las hembras (Bian
et al., 2013). En las especies poliginicas, como es el caso de los caprinos, el éxito
reproductivo de los machos depende de la cantidad de hembras con las que se apareen
(Clutton-Brock, 1989). Esta competencia por el acceso a las hembras puede ser directa,
por ejemplo a través de luchas fisicas con otros machos, o indirecta, a través de la
competencia espermadtica. Cuando existe competencia espermatica los machos invierten
mas energia en el semen, de forma de aumentar la “capacidad competitiva” del mismo

(ver revision: Parker, 1998), y esto se refleja, por ejemplo, aumentando la cantidad de
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espermatozoides en el eyaculado (ver revisién: Gomendio et al., 1998). En sintesis, tanto
una mayor eficacia en la espermatogénesis como una mejora en la calidad seminal a
consecuencia de un posible escenario de competencia espermatica podrian explicar que
los chivos estimulados por hembras tuvieron mejor calidad del semen a pesar de

presentar concentraciones de testosterona menores que los aislados de éstas.

Los chivos estimulados por hembras en celo presentaron una concentraciéon de
testosterona menor a los chivos aislados de éstas, lo que difiere de lo observado en otros
trabajos sobre los efectos de la estimulacion con hembras sobre la actividad
reproductiva de los machos (Yarney y Sanford, 1983; Gonzalez et al., 1988a). En un
trabajo realizado con los mismos animales y en las mismas condiciones que en esta
Tesis, se observo que los chivos aislados de hembras despliegan mas comportamientos
sexuales, y presentan mayor concentracion de testosterona que los chivos estimulados
por hembras. Por lo tanto, es posible especular que la mera presencia de hembras fue
suficiente para que no se desplegara el comportamiento homosexual (Ungerfeld et al.,
2014). También en chivos se ha observado que machos criados aislados de hembras
despliegan comportamiento homosexual con mayor frecuencia hacia machos
desconocidos que los chivos criados en contacto con hembras. Es decir, para machos que
han permanecido aislados de hembras, otros machos desconocidos representan un
estimulo novedoso y determinan que sean reconocidos como potenciales parejas
(Ungerfeld et al., 2013). Por lo tanto, en esta Tesis es posible que los chivos aislados de
hembras reconozcan a los otros machos como potenciales parejas sexuales, mientras
que los chivos estimulados por hembras no lo hacen. Esto probablemente suceda porque
los chivos estimulados por hembras reconocen a las mismas como parejas sexuales,
aunque no puedan acceder a ellas. Existen varias explicaciones posibles para estas
observaciones. Por un lado, se ha demostrado ampliamente que el comportamiento
sexual estimula la secrecion de testosterona en los machos. Por ejemplo, la
concentracion de testosterona aumenta durante el cortejo (Borg et al., 1992) y luego de
la eyaculacion (Yarney y Sanford, 1983). Por otro lado, la libido o motivacién sexual se
relaciona positivamente con la concentracién de testosterona (Mattner et al., 1976,
citado por Wodzicka-Tomaszewska et al., 1981; Perkins et al., 1992). Ademas, se ha
observado que los chivos que observan las actividades de apareamiento de otros chivos
aumentan su motivacién sexual (Price et al.,, 1984). Todo lo anterior podria conducir a

un ciclo de retroalimentacién positiva en el que chivos sexualmente motivados
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estimulan mas a otros chivos, aumentando tanto el despliegue del comportamiento
sexual como la libido, conduciendo por tanto al aumento en la concentraciéon de

testosterona.

Al inicio del trabajo, durante aproximadamente dos meses, se observo en
reiteradas ocasiones que los machos cortejaban a las hembras a través del alambrado.
Aunque no se registrd la frecuencia con que lo hacian, esto no se mantuvo a lo largo del
trabajo. Por ello, la desaparicién del comportamiento de cortejo podria reflejar la
refractariedad de los machos al estimulo de las hembras. En chivos se ha demostrado
que machos pre-puberes en contacto con hembras presentaron un desarrollo
reproductivo mas precoz que chivos aislados de hembras, pero luego de unos meses
estos efectos positivos sobre la reproducciéon desaparecieron, posiblemente debido a
que los machos se hicieron refractarios al estimulo cuando el mismo estuvo presente en
forma continua (Lacuesta et al, 2014). Por lo tanto, la menor concentracién de
testosterona de los chivos estimulados por hembras respecto a los chivos aislados de
éstas podria deberse a que los primeros se hicieron refractarios al estimulo de las
hembras. Sin embargo, esta no parece ser la explicacién, ya que la respuesta en la
actividad reproductiva de los machos no se atenuo en el tiempo, porque por ejemplo, la
concentracion de testosterona fue mas alta en abril del segundo afio que en abril del
primer afio. Por otro lado, la novedad del estimulo también es importante para
mantener la respuesta en la actividad reproductiva (el llamado “efecto Coolidge”):
cuando machos saciados sexualmente son expuestos a hembras desconocidas, reinician
la actividad copulatoria rapidamente (Thiéry y Signoret, 1978), y esto permite colectar
una mayor cantidad de espermatozoides en el eyaculado (Prado et al., 2003). Es asi que
la falta de novedad del estimulo de las hembras en celo podria determinar que la
respuesta en la concentracion de testosterona de los machos estimulados por hembras

en forma continua no sea tan dramdtica como la esperada.

La concentracién de testosterona se mantuvo en niveles basales entre agosto y
enero, es decir, desde el fin del invierno hasta el verano. Durante este periodo la
concentracion de testosterona fue mayor en los chivos estimulados por hembras que en
los aislados de éstas, lo que coincide con el momento en que se observé la menor
frecuencia de comportamiento homosexual tanto en los chivos aislados de hembras

como los estimulados por éstas (Ungerfeld et al., 2014). Teniendo en cuenta lo anterior,
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es posible suponer que el efecto estimulatorio del comportamiento sexual sobre la
secrecion de testosterona haya disminuido notoriamente durante este periodo. Por otro
lado, la respuesta de los machos a la estimulacién de las hembras varia en funcién de un
patron circadiano y estacional. La respuesta de los machos a la estimulacion de las
hembras es mayor al amanecer que al mediodia (Gonzalez et al., 1988a), y fuera de la
estacion reproductiva que durante ésta (Yarney y Sanford, 1983; Schanbacher et al,,
1987). Se ha propuesto que estas variaciones en la respuesta de los machos a las
hembras se deben a variaciones en la sensibilidad del eje hipotalamo-hipoéfiso-gonadal al
estimulo social. El estimulo de las hembras inhibe la retroalimentacion negativa ejercida
por la testosterona sobre la secrecion de LH (Gonzalez et al., 1988a), determinando que
la concentracién de ambas hormonas aumente. Fuera de la estacién reproductiva esta
inhibicién seria mayor, por lo que la repuesta de la testosterona es mayor que la
observada durante la estaciéon reproductiva (Gonzalez et al., 1988a). Ademas, es
probable que la secrecién de testosterona aumente en mayor medida cuando ésta se
encuentra en concentraciones basales (Yarney y Sanford, 1983). En suma, la diferencia
estacional en la secrecion de testosterona en respuesta a las hembras podria explicarse
por ambos factores. La menor frecuencia del comportamiento sexual llevaria a mantener
bajos los niveles de testosterona de los machos aislados de hembras fuera de la estacion
reproductiva. Sumado a lo anterior, la menor sensibilidad de la retroalimentacion
negativa ejercida por la testosterona sobre la LH fuera de la estacién reproductiva
podria explicar la mayor concentracién de testosterona de los chivos en contacto con

hembras.
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8. CONCLUSIONES

Los chivos adultos de Gabdn presentaron un patrén reproductivo estacional

leve o poco marcado.

La actividad reproductiva fue mayor desde el mes de noviembre hasta el mes
de abril (desde el final de la primavera hasta mediados de otofio), tanto en
chivos adultos de Gabon estimulados continuamente por hembras en celo

como en los aislados de éstas.

Los chivos adultos de Gabon son receptivos al estimulo de las hembras en celo
pese a no estar en contacto directo con las mismas y a ser estimulados

durante un periodo prolongado.

El contacto parcial (quimico, auditivo y visual) de chivos adultos de Gabén
con hembras en celo en forma continua fue suficiente para generar efectos
positivos sobre las caracteristicas seminales evaluadas y la cantidad de fluido

testicular.

Los chivos adultos de Gabdn estimulados continuamente por hembras en celo
presentaron mejor calidad seminal y mayor cantidad de fluido testicular a
pesar de presentar menor concentracion de testosterona que los chivos

aislados de hembras.
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