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Resumen

Los objetivos de la presente Tesis fueron determinar el efecto de la presencia de hembras
sobre la produccién de testosterona, las caracteristicas morfométricas, el color del pelaje de
las astas, la estructura testicular, las caracteristicas seminales, y el momento de eyaculacion
durante la electroeyaculacion de machos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus). Para
ello se realizd un primer estudio (Estudio 1) para determinar el efecto de la presencia de
hembras sobre el volumen, peso, medidas, coloracion, y nimero de perlas de las astas, asi
como su fecha de caida. Las astas de los machos en contacto con hembras fueron més
pesadas, de mayor volumen, con mayor circunferencia de la base de la primer y segunda
punta, y una tendencia a ello en la tercera punta. El largo desde la base a la primera
bifurcacion y el largo de la primera punta tendieron a ser mayores en los machos alojados con
hembras. La fecha de caida de la primer asta tendié a ser mas tardia en este grupo de machos.
Ademas, en general las astas de los machos alojados con hembras fueron mas oscuras. El
objetivo del Estudio Il fue comparar una técnica de extraccion de testosterona en materia
fecal de venado de campo utilizando una técnica de referencia y una con doble extraccién,
para asi poder comparar luego las concentraciones en machos con o sin contacto con
hembras. Mediante la técnica de doble extraccidn fue posible recuperar un 55,3 % mas de
testosterona que con la técnica de referencia. Por otra parte, la primera fraccion de extraccion
permitié predecir con alta probabilidad el valor final obtenido con ambas extracciones.
Finalmente, en el Estudio 11, el objetivo fue establecer si el contacto con hembras determina:
a) mayor concentracion fecal de testosterona, b) mayor peso y perimetro de cuello, ¢) un
aumento en la coloracién del pelaje, d) aumento del tamafio testicular, y de la proporcién de
parénquima testicular, €) una mayor sensibilidad a la electroeyaculacion, y f) mejores
caracteristicas del semen, tanto fresco como luego de ser expuesto a diluyentes. El contacto
con hembras determind un aumento en la concentracion fecal de testosterona. El testiculo
derecho de machos alojados con hembras presentdé mayor intensidad de pixeles en uno de los
puntos y una tendencia a ello en otros dos puntos. En noviembre, los machos alojados con
hembras presentaron mejor calidad seminal, y mayor porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva. Ademas, el porcentaje de espermatozoides motiles tendio a ser mayor
en los machos alojados con hembras. El semen de machos alojados con hembras, luego de ser
expuesto al diluyente Fructosa-Tris-Glicina con 20 % de yema de huevo, presentd mayor

calidad, porcentaje de espermatozoides motiles, porcentaje de espermatozoides mdtiles
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progresivos, y porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal. Ademas, los machos
alojados solos presentaron mayor porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafiado y
tendieron a presentar mayor porcentaje de espermatozoides con acrosoma perdido. Durante
abril, no existieron diferencias entre el semen de ambos grupos. Luego de agregar el
diluyente Andromed, el semen de machos que estaban alojados con hembras presenté mayor
porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafiado. Por otra parte, el porcentaje de
espermatozoides con acrosoma normal tendié a ser mayor en el semen de machos alojados
sin hembras. Los machos alojados con hembras presentaron mas intensidad de los colores
blanco y amarillo en la zona de la cabeza entre las astas, y mas amarillo en la zona dorsal del
limite torax-abdomen. Los machos aislados de hembras presentaron la zona dorsal del limite
torax-abdomen, y de la grupa mas roja. En estos Gltimos machos, la zona lateral del limite
torax-abdomen tendié a ser mas roja y la zona ventral del pecho mas blanco y roja. No
existieron diferencias en el momento de eyaculacion ni en ninguna de las variables
morfoldgicas consideradas. En sintesis, se concluyé que el contacto directo con hembras
estimulé que machos de venado de campo desarrollaran astas mas pesadas, de mayor tamafio,
mas oscuras, y posiblemente retrasé su fecha de caida, estimuld una mayor produccion de
testosterona, mayor proporcion de parénquima testicular, mejoré la calidad seminal, y
produjo un pelaje mas amarillento. Ademas, se comprob6 que mediante una técnica de doble
extraccion de hormonas en materia fecal es posible extraer una cantidad mayor a la obtenida
mediante una Unica extraccion. Sin embargo dicha extraccidn Unica permitio predecir con alta

probabilidad la concentracion final de la doble extraccion.
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Summary

The aims of the present thesis were to determine the effects of female presence on
testosterone concentration, body size parameters, antler characteristics, coat color, testicular
structure, semen characteristics, and ejaculation moment during electroejaculation of pampas
deer males (Ozotoceros bezoarticus). The first study (Study 1) aimed to determine the effect
of female presence on volume, weight, color, number of pearls, and casting date of male
antlers. Antlers from males in contact with females were heavier, with greater volume, base
circumference of the first and second tines, and a tendency in the third tine. First tine length,
and distance from the base to first bifurcation tended to be greater in males allocated with
females. Also, first antler cast tended to occur later in males from this group. Antler color
from males in contact with female was darker in most points. The aim of Study Il was to
compare two fecal testosterone extraction techniques, using a reference technique and another
one with double extraction, in order to compare concentration from males isolated or in
contact with females. The double extraction technique allowed to recover 55.3 % more
testosterone than using reference technique. However, single extraction led to predict with
high probability values obtained with both extractions. Finally, the purpose of Study Il was
to establish if contact with females determines: a) an increase on fecal testosterone
concentration, b) greater weight and neck perimeter, ¢) darkness coat color, d) a greater
testicular size and testicular parenchyma proportion, €) higher sensibility to
electroejaculation, f) and better seminal characteristics, both in fresh semen and after
exposing semen to diluents. Contact with females determined greater fecal testosterone
concentrations. Pixel intensity of the right testicle was greater in males allocated with
females, tended to that in other two points -. In November, males with females presented
greater seminal quality, and progressive motile spermatozoa percentage. Also, motile
spermatozoa percentage tended to be greater in males located with females. Semen from such
males presented greater quality, and percentages of motile spermatozoa, progressive motile
spermatozoa, and with normal acrosome after the dilution with Fructose-Tris-Glycine with 20
% egg-yolk. Also, males isolated from females, presented a higher percentage of spermatozoa
with damaged acrosome, and tended to present a higher percentage with missing acrosome.
During April, characteristics of fresh semen did not differ between groups. After the addition
of the diluent Andromed, semen from males in contact with females presented a higher

percentage of spermatozoa with damaged acrosome. Percentage of spermatozoa with normal
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acrosome tended to be greater in males isolated from females. Coat color from the head
(between antlers) of males located with females was more white and yellow, and the dorsal
zone of thorax-abdomen limit was more yellow in those males. The dorsal zone of the thorax-
abdomen limit, and of the rump of males isolated from females was more red. In these males,
the lateral zone of thorax-abdomen limit tended to be more red, and the ventral zone of the
chest more white and red. Neither the ejaculation moment nor the morphometric
characteristics differed between groups. In synthesis, it was concluded that direct contact with
females stimulated that pampas deer males developed heavier, bigger and darker antlers, and
may have delayed their casting date, stimulated testosterone production, an increase in
testicular parenchyma proportion, seminal quality, and the development of a yellower coat.
Also, it was found that using a double extraction of fecal testosterone it was possible to
recover a greater quantity of hormone than using a simple extraction. However, the simple
extraction led to predict with high probability the final concentration obtained with the

double extraction.
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1. Introduccidon

Regulacion de la reproduccion

La reproduccion es consecuencia de la interaccion entre factores internos y externos al
individuo. El control de la misma ocurre a través de mecanismos de retroalimentacion entre
hormonas, el sistema nervioso central, y las gonadas. En este sentido, diversos factores
ambientales son interpretados por el sistema nervioso central, repercutiendo sobre la

respuesta enddcrina y por lo tanto sobre la reproduccion.

1.1 Regulacién hormonal de la reproduccion de machos

La reproduccion tanto de machos como de hembras es regulada a través del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal. Neuronas neurosecretoras del hipotdlamo son responsables
de la secrecion de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH), la que es transportada
hacia la hipofisis por el sistema porta hipotalamo-hipofisario. Como respuesta a la GnRH la
adenohipofisis secreta la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante
(LH), gonadotrofinas que estimulan la gametogénesis y la secrecion de esteroides por las
gonadas. A su vez, estos esteroides intervienen a través de una retroalimentacion negativa en
la regulacion del funcionamiento del hipotdlamo y la hipdfisis (Couse & Korach, 1999).
Ademas de la FSH y la LH, otras hormonas intervienen en el control de la gametogénesis. En
el macho, los estrégenos secretados por el testiculo son necesarios para la espermatogénesis
(O’Donnell et al., 2001), los que ademas inhiben la accion de la hipofisis y el hipotalamo
mediante retroalimentacion negativa (Couse & Korach, 1999). Por su parte, la prolactina
estimula la capacidad de las células de Leydig para responder a la LH, mediante el aumento
de la sintesis de receptores de LH presentes en esta célula (Sharpe et al., 1992). La hormona
tiroidea modula la proliferacién de células de Sertoli (Cooke & Meisami, 1991; Cooke et al.,
1991; Simorangkir et al., 1997).

En los machos el testiculo es el érgano responsable de la produccion de gametos y de
testosterona. La espermatogénesis comienza a partir de espermatogonias ubicadas en la pared
de los tubulos seminiferos, las que luego de una serie de cambios finalizan como
espermatozoides liberados en la luz de los tubulos. Sintéticamente este proceso puede ser

dividido en una etapa de proliferacion de las espermatogonias mediante mitosis, una division
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meiotica y una diferenciacion celular o espermiogénesis (Hochereau-de Reviers et al., 1990).
Durante la etapa de proliferacion ocurren repetidas divisiones mitoticas de las
espermatogonias, y un aumento en la cantidad de heterocromatina que poseen, segun lo que
se las clasifica en A y B. Durante la etapa de meiosis ocurren dos divisiones celulares, dando
lugar a cuatro células haploides denominadas espermatidas redondas. La espermiogénesis
continla a la fase de meiosis, y en ésta las espermatidas redondas sufren cambios
estructurales y funcionales importantes, convirtiéndose asi en espermatozoides. La regulacion
de la espermatogénesis es realizada por el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, y es afectada
por factores ambientales. Las neuronas hipotalamicas producen GnRH, la que controla la
actividad secretora de LH y FSH por parte de la adenohipéfisis. Como respuesta a la
secrecion de LH, las células intersticiales del testiculo o de Leydig, secretan testosterona.
Esta hormona, junto con otros andrdgenos, es responsable del inicio, mantenimiento y
restablecimiento de la espermatogénesis (O’Donnell et al., 2006). La FSH y la testosterona
tienen como principal destino en el testiculo a la célula de Sertoli. Esta célula es la
responsable de los intercambios metabolicos con las células germinales, brindandoles un
ambiente adecuado para la supervivencia de las espermatogonias (Meachem et al., 2001). La
testosterona actlia sobre la célula de Sertoli a través de receptores para andrdgenos presentes
en ésta (Walker, 2003). Estos autores describen que la concentracion de testosterona
requerida para iniciar la espermatogénesis es mayor que para el mantenimiento de este
proceso. Durante el inicio de la espermatogénesis, la testosterona es necesaria para que ocurra
un proceso cualitativamente correcto, y para que ocurra la diferenciacién de las células de
Sertoli (Buzzard et al., 2003; Haywood et al., 2003). Es asi que, el desarrollo de la meiosis al
comienzo de la espermatogénesis es altamente sensible a la concentracion de testosterona
(Singh et al., 1995; Handelsman et al., 1999). Ademas, durante ese momento actuaria en
conjunto con la FSH como factor de “supervivencia” celular de la linea germinal (Russell et
al., 1987; Tapanainen et al., 1993). Por otra parte, en el adulto se sugiere que este andrégeno
por si solo podria ser capaz, al menos cualitativamente, de mantener y reiniciar la
espermatogénesis (O’Donnell et al., 2006). En este sentido, altas concentraciones de
testosterona son necesarias para una adecuada espermatogénesis, siendo principalmente
importante durante la meiosis (de Kretser et al., 1998). Ademas, pequefios cambios en la
concentracion de testosterona producen grandes cambios en la produccion espermatica (Sun
et al., 1990). Sin embargo, se sugiere que concentraciones extremadamente altas de
testosterona podrian ser perjudiciales para el desarrollo de las espermatogonias (Meistrich &
Kangasniemi, 1997). Por otra parte, la testosterona estimula la expresion de genes y la
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secrecion de proteinas presentes en el fluido de los tabulos seminiferos (O’Leary et al., 1986;
Sharpe et al., 1992).

Por otra parte, en animales juveniles la FSH estimula la supervivencia y proliferacion
de las celulas germinales (Haneji et al., 1984; Boitani et al., 1993) y determina el nimero de
células de Sertoli (O’Donnell et al., 2006). Al inicio de la pubertad, y debido a la accion de la
FSH, la célula de Sertoli pasa de un estado inmaduro y proliferativo a uno maduro y no
proliferativo (O’Donnell et al., 2006). Segun Baker et al. (2003), la FSH es requerida para
que la espermatogénesis sea cuantitativamente normal en el adulto, ya que permite mantener
el tamafio testicular, el didmetro de los tdbulos seminiferos, y el nimero y la calidad
espermatica normal (O’Donnell et al.,, 2006). Ademés la FSH se vincula con el
mantenimiento del nimero de células de Leydig (de Kretser et al., 1998) y por tanto de las
concentraciones intratesticulares de testosterona (Baker et al., 2003). Esta hormona juega un
papel fundamental en la regulacion del desarrollo y en la supervivencia de las
espermatogonias (McLachlan et al., 1995; EI Shennawy et al., 1998; Meachem et al., 1998).
La FSH es fundamental para que se complete correctamente la espermiogénesis. Participaria
en el mantenimiento de la maduracion de las espermatidas redondas, efecto particularmente
importante cuando la concentracion de testosterona es baja (Vihko et al., 1991; McLachlan et
al., 1995). Se sugiere ademas que la FSH actuaria en forma sinérgica con la testosterona en el
proceso de espermiacion (Saito et al., 2000), y que regularia la respuesta a andrégenos de la
celula de Sertoli a través de promover la expresion de genes especificos (O’Donnell et al.,
2006).

Ademas de su accidn sobre la espermatogénesis, la testosterona es esencial para la
manifestacion del comportamiento sexual, y agonistico entre machos, y de numerosos
cambios ocurridos en las caracteristicas fisicas de los mismos. Por ejemplo, en ciervos el
aumento en la concentracion de testosterona se acomparia de un aumento en la gravedad de
las vocalizaciones, crecimiento y oscurecimiento del pelaje, aumento del peso corporal y del
perimetro del cuello (Bubenik, 1991; Lincoln, 1992; Mystkowski & Schwartz, 2000). De
igual forma, las dimensiones de las astas, la relacion de tejido 6seo compacto/esponjoso, la
convexidad de la corona y el nimero de perlas —exostosis de 2-10 mm de longitud; Bubenik,
1992- presentes en ellas se relaciona con la concentracion de testosterona (Bubenik et al.,
1975; Bubenik, 1990; Malo et al., 2009).
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1.2 Factores externos que afectan la reproduccién

El eje hipotalamo-hipofisario-gonadal participa del control de la reproduccion, siendo
ademas influido por factores ambientales como la cantidad de horas de luz, la disponibilidad
de alimento, la temperatura, y la incidencia de precipitaciones. A partir de la interpretacion de
las sefiales ambientales, el sistema nervioso central modifica las respuestas hormonales
vinculadas a la reproduccion. De esta forma, las especies adecuan su reproduccion a factores

ambientales favorables para ello.

1.2.1 Estacionalidad reproductiva

La reproduccion de algunas especies ocurre sélo durante parte del afio, por lo que son
denominadas reproductoras estacionales (Lincoln & Short, 1980). Para ello las hembras de
estas especies presentan actividad ovarica durante un periodo del afio, conociéndose el
periodo de inactividad ovarica como anestro estacional. Por su parte, para que al momento en
que ocurran las cépulas en la estacion reproductiva los machos se encuentren en su maximo
potencial reproductivo, estos deben adelantar el inicio de la reproduccién de acuerdo a la
duracion de la espermatogénesis (Bronson, 1989). Aunque el tiempo exacto varia segun la
especie, en forma genérica la espermatogénesis dura alrededor de 50 dias (Swierstra & Foote,
1965). La estacionalidad reproductiva es una consecuencia evolutiva de las especies para que
los partos ocurran en el momento mas propicio para la supervivencia de sus crias, lo que en

climas templados ocurre generalmente en primavera (Bronson, 1989).

En la mayor parte de los mamiferos el fotoperiodo es la sefial ambiental més
importante en la determinacién de la estacion reproductiva (Goldman, 2001). La variacién de
horas de luz es utilizada por los mamiferos para conocer el momento del afio en que se
encuentran. Esta informacion es interpretada a partir de la duracion y del momento de
secrecion de melatonina por parte de la glandula pineal, la que ocurre durante las horas de
oscuridad (Malpaux, 2006). La luz es captada por la retina, la sefial nerviosa resultante
transmitida a través del nervio Optico hasta el hipotalamo, y desde alli a la glandula pineal. La
melatonina actta sobre multiples sitios, influyendo sobre la reproduccion, termorregulacion,
y generando cambios en el largo y color del pelaje (Lincoln et al., 2003). La variacion en el
tiempo de secrecion de melatonina regula la secrecion de GnRH, aunque se sugiere que no
actuaria directamente sobre las neuronas productoras de GnRH (Malpaux et al., 2001). Segln
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Goodman (1994), los cambios en la secrecion de GnRH de ovinos se deben a dos
mecanismos complementarios: una regulacion de la GnRH independiente de la esteroidea, y
cambios en la retroalimentacion negativa de la secrecion de GnRH. El aumento en la
frecuencia de pulsos de GnRH provoca un aumento en la frecuencia de pulsos de LH y en
consecuencia un aumento de la concentracion de esteroides gonadales (ver revision: Lincoln
& Short, 1980; Malpaux, 2006).

La estacion reproductiva de muchas especies de rumiantes domésticos ocurre en
otofio, momento en el que los machos comienzan a aumentar la frecuencia de pulsos de LH, y
las concentraciones de FSH vy testosterona (Lincoln & Short, 1980). Junto con estos cambios
hormonales, ocurre una mayor produccion de espermatozoides, un aumento de las
caracteristicas sexuales secundarias (peso, tamafio testicular, y de los cuernos 6 astas), y en la
frecuencia de manifestacion de comportamientos agonistas y de cortejo. En ovinos, el
aumento en el tamafio y didmetro testicular se relacion6 positivamente con un aumento en las
concentraciones de melatonina, testosterona, y prolactina (Lincoln & Short, 1980). Ademas,
el crecimiento de los cuernos de machos de muflon (Ovis orientalis) e ibex (Capra
pyrenaica) se asocia negativamente con la concentracion de testosterona (Toledano-Diaz et
al., 2007). En estas especies el crecimiento ocurre cuando las concentraciones son bajas y
previo a la estacion reproductiva la tasa de crecimiento de los cuernos disminuye (Lincoln,
1984; Toledano-Diaz et al., 2007). Por otra parte, el patrén reproductivo estacional de los
ciervos varia notablemente segun la especie y la ubicacion geografica, existiendo desde
especies de ciervos no estacionales, hasta otros con una estacionalidad muy marcada
(Bronson, 1989). En especies de ciervos estacionales se produce un aumento del peso
corporal, tamafio testicular, y del perimetro del cuello de los machos asociado a la estacion
reproductiva (Lincoln et al., 1972; Clutton-Brock et al., 1982). También se ha descrito que
previo a la estacion reproductiva y asociado al aumento de la concentracion de testosterona
ocurre un aumento del nimero de espermatozoides en el eyaculado (Haigh et al., 1984).
Segun los autores se alcanza simultaneamente en ese momento el maximo porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal. Ademas, se describen cambios estacionales en el
didmetro de los tabulos seminiferos y del epididimo, nimero de espermatogonias en los
tibulos seminiferos, y en el tamafo, peso y actividad de las glandulas sexuales secundarias
(Lincoln, 1971; Reyes et al., 1997). Se ha reportado también un oscurecimiento en el color
del pelaje (Bubenik & Bubenik, 1985), y mayor tamafio y actividad de las glandulas
apocrinas y sebaceas del cuerpo (Ebling, 1972) vinculados a la estacion reproductiva. Todos
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estos cambios han sido vinculados con la concentracion de testosterona en cérvidos de
diferentes especies (Ebling, 1972; Gaspar Lopez et al., 2010). Las astas de cérvidos son
estructuras que presentan un marcado patrén estacional de crecimiento, el que se vincula a las
concentraciones séricas de testosterona (Bubenik, 2006). Segun este autor el crecimiento de
las astas comienza con concentraciones de testosterona aun bajas, la mineralizacion y el fin
del crecimiento cuando éstas ya han alcanzado concentraciones altas, y la caida 2 a 4 semanas
después de la disminucién anual de la concentracion de testosterona. El crecimiento de las
astas se vincula también con los cambios estacionales en las concentraciones de melatonina y
prolactina (Bubenik, 2006).

El momento de inicio y la duracion de la estacion reproductiva pueden ser modificado
por la presencia de individuos del otro sexo. Por ejemplo, se ha observado que las ovejas
alojadas en contacto directo con un carnero, o en un corral contiguo a éste, comenzaron a
ciclar antes que las ovejas que permanecieron aisladas de machos (Eldon, 1993; O‘Callaghan
et al., 1994). La duracion de la estacion reproductiva fue mayor en las ovejas en contacto con
machos, aunque la fecha de finalizacion de la misma no fue diferente entre ovejas que
permanecieron en presencia 0 no de machos (Eldon, 1993; O‘Callaghan et al., 1994).
Sumado a esto, O‘Callaghan et al. (1994) reportaron que la siguiente estacion reproductiva se
adelantd en las ovejas que fueron expuestas a carneros, resultando en una menor duracion del
anestro estacional. Aungue no hay trabajos que lo estudiaran, en forma similar, tanto el inicio
como la duracién de la estacion reproductiva de machos de rumiantes podria ser influida por

la presencia de hembras.

1.2.2 Efecto hembra

Como se explicd anteriormente, dentro de los factores externos que afectan la
reproduccion se encuentran los estimulos sociales generados por la presencia de otros
individuos, como la jerarquia y la estimulacion socio-sexual. En rumiantes domésticos el
efecto estimulante de la presencia de machos sobre la reproduccion de hembras ha sido
ampliamente estudiado (ver revisiones: Ungerfeld, 2006; 2007; Delgadillo et al., 2009). Por
otra parte, también existen estudios sobre la respuesta de machos de diferentes especies al ser
expuestos a hembras. La concentracion de LH vy testosterona de los machos aumenta como
resultado de la presencia de hembras en hdmster (Macrides et al., 1974), cerdo (Liptrap &
Raeside, 1978), toro (Katongole et al., 1971), rinoceronte (Christensen et al., 2009), bufalo
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(Malfatti et al., 2006), carnero (Gonzélez et al., 1988a, b), y chivo (Walkden- Brown et al.,
1994).

El ovino es la especie de rumiantes en que este fendmeno ha sido mas ampliamente
estudiado. Luego de ser expuestos a hembras en celo, los carneros presentan un aumento
agudo en la frecuencia de pulsos, concentracion basal y concentracion media de LH, y en la
concentracion sérica de testosterona (Illius et al., 1976; Gonzélez et al., 1988a; b). Asimismo,
las concentraciones de LH vy testosterona se mantienen altas mientras las hembras
permanezcan en celo (Ungerfeld & Silva, 2004). Ademéas de la respuesta enddcrina, se
observan cambios comportamentales en los machos expuestos a hembras. Price et al. (1991)
sugirieron que el desempefio sexual de carneros mejora si estos son expuestos a hembras en
celo antes de su uso como reproductores. Por otra parte, machos caprinos estimulados por
hembras en celo previamente a ser usados como reproductores, despliegan mayor intensidad
de comportamiento de cortejo, y logran un mayor porcentaje de hembras en celo, y de prefiez
(Carrillo et al., 2011).

Existen reportes sobre el efecto de la presencia cronica de hembras en la reproduccion
de los machos, aungue la informacién es mas escasa que sobre su efecto agudo. Corderos
criados en contacto con hembras, presentan mayor volumen testicular y despliegan un
comportamiento sexual mas intenso que aquellos criados en ausencia de hembras (lllius et al.,
1976; Katz et al., 1988; Kridli & Said, 1999). Contrariamente, corderos de 10 meses de edad,
criados solos desde el destete a los 70 dias hasta la pubertad, presentaron mayor peso
corporal, circunferencia escrotal, y desarrollaron mas olfateos anogenitales frente a una oveja
en celo que corderos criados con hembras (Kridli & Al-Yacoub, 2006). Por otra parte,
durante la estacién reproductiva, los machos adultos que permanecen con hembras poseen
testiculos mas grandes, mayores concentraciones de testosterona, y despliegan mayor
comportamiento sexual y agresividad que aquellos alojados solo entre machos (lllius et al.,
1976). En ovinos salvajes de Ovis canadensis también se reportd que machos formando
grupos con hembras presentan mayores concentraciones de testosterona en fecas que aquellos

en grupos compuestos Unicamente por machos (Pelletier et al., 2003).

Sumado a los efectos de la presencia directa de hembras sobre la reproduccion de
machos ya mencionados, se han documentado efectos de la presencia indirecta de las mismas.

En este sentido, corderos de cinco meses de edad, expuestos a caretas conteniendo mucus
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vaginal de ovejas en celo presentaron mayor concentracion de testosterona que aquellos
expuestos a orina o agua destilada (Vazquez & Orihuela, 2001). Ademas, carneros a los que
se les colocaron caretas con lana, orina o secrecion vaginal de ovejas en celo aumentaron su
concentracion sérica de LH (Gonzalez et al., 1991a). También, carneros estimulados con
mucus vaginal de ovejas en celo previo a la obtencion de semen mediante un maniqui y

vagina artificial, eyacularon un volumen de semen mayor (Aguirre et al., 2011).

La respuesta a este tipo de estimulos en la reproduccion de los machos varia segun la
experiencia previa de los mismos. Al exponer carneros a ovejas en celo, aquellos previamente
expuestos a estas, presentaron un aumento en la concentracion sérica de testosterona,
mientras que aquellos sin contacto previo no lo hicieron (Gonzélez et al., 1991b). Sin
embargo, otros trabajos reportan que machos experientes e inexperientes aumentan en forma
similar su concentracion de testosterona al ser expuestos a hembras (Rosa et al., 2000;
Ungerfeld & Silva, 2004). Ademas, carneros sin experiencia con ovejas en celo respondieron
a la exposicion a ovejas que no estaban en celo aumentando la frecuencia de pulsos de LH,
mientras que carneros experientes no lo hicieron (Gonzalez et al., 1991b).

El desempefio reproductivo de los machos también influye sobre la respuesta a la
exposicion a hembras en celo. La concentracion de testosterona de carneros con alto
desempefio reproductivo aumentd luego de ser expuestos a hembras en celo durante 15
minutos, y la frecuencia de pulsos y la concentracién de LH aumentaron luego de 11 horas de
exposicion (Perkins et al., 1992). Sin embargo, machos con bajo desempefio reproductivo no
manifestaron cambio alguno (Perkins et al., 1992). La respuesta de machos expuestos a
hembras varia también segin su estatus nutricional, siendo mayor el aumento de la
concentracion de LH vy testosterona en chivos con alto estado nutricional (Walkden-Brown et
al., 1994).

Por otra parte, el tipo de estimulo que reciben los machos a partir de la hembra influye
notablemente sobre su respuesta. Es asi que, al menos fuera de la estacién reproductiva, la
frecuencia de pulsos y concentracion de LH, y la concentracién de testosterona no aumento al
separar a los carneros de ovejas en celo por tan s6lo 30 cm (Gonzalez et al., 1988b). Estos
hallazgos sugieren que al menos en los ovinos, el contacto fisico constituye una sefial de gran
importancia en el efecto hembra. Ademas, Gonzalez et al. (1991a) reportaron que carneros

anosmicos (con el epitelio olfativo lesionado) expuestos a hembras en celo aumentaron la
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frecuencia de pulsos de LH y la concentracion de testosterona de igual forma que carneros
intactos. Por tanto, el olfato no jugaria un papel critico en la estimulacién de ovejas a
carneros, y/o la estimulacion a través de otras vias es suficiente para desencadenar la misma

respuesta.

En la orina de bdfalas se identificaron compuestos volatiles relacionados con la
realizacion de flehmen, y con la ereccion del pene y el despliegue del comportamiento de
monta por los machos (Rajanarayanan & Archunan, 2011). En el caso de carneros, estos son
capaces de discriminar entre la orina de ovejas en celo de la que proviene de ovejas no en
celo, lo que se vincularia con la capacidad de discriminar cualitativa o cuantitativamente
sustancias quimicas vinculados al celo presentes en la orina (Blissitt et al., 1990; 1994).
Ademas, se determiné que el estimulo visual de observar a un macho montando a una hembra
podria ser suficiente para generar una respuesta reproductiva endocrina en un carnero
(Yarney & Sanford, 1983).

La informacién existente en ciervos sobre los estimulos sociales es escasa y se
relaciona mayormente al efecto de la presencia de machos sobre las hembras (Verme et al.,
1987; Komers et al., 1999; Whittle et al., 2000; Adams et al., 2001). Se sugirié que las
feromonas producidas por hembras prolongan el tiempo durante el que se secreta una mayor
cantidad de testosterona, influyendo entonces en la duracion del ciclo de astas (Bubenik &
Bubenik, 1986). Recientemente se reporté que machos adultos de venado de campo alojados
con hembras presentan mayor proporcion de tejido 6seo compacto en algunas zonas de las
astas y poseen una mayor convexidad de la corona de las mismas que machos alojados sin
contacto con hembras (Canabal & Ungerfeld, 2011). Ambas caracteristicas se vinculan con la
concentracion de testosterona presente durante el crecimiento de las astas (Bubenik, 1990).
Por lo tanto las diferencias reportadas por Canabal & Ungerfeld (2011) podrian vincularse
con mayores concentraciones de testosterona debidas a la estimulacion de los machos por la
presencia de hembras. Ademas, observaciones casuales realizadas en la ECFA podrian
sugerir que los machos alojados con hembras poseen astas mas oscuras que los machos

alojados sin contacto con hembras.
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1.3 Venado de campo

1.3.1 Descripcion de la especie

El venado de campo (Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus, 1758) es un mamifero
autoctono perteneciente a la familia Cervidae, que posee un tamafio medio, y variaciones de
coloracion que van desde el marrén rojizo al bayo claro segun su distribucion geogréfica
(Gonzélez et al., 2010). La zona ventral del abdomen, torax, cuello, y la region que rodea los
ojos y la boca son de color blanco. Los machos tienen un peso mayor al de las hembras
(Jackson, 1987). En poblaciones silvestres los machos presentan una longitud (desde la punta
de la nariz a la base de la cola) de 130 cm, una altura a la cruz de 75 cm y un peso de 35 kg
(Jackson, 1987). Sin embargo, machos en condiciones de semicautiverio poseen un tamafo
menor: 90-100 cm de largo, una altura a la cruz de 65-70 cm y un peso de 30-35 kg
(Ungerfeld et al., 2011). A diferencia de las hembras, los machos adultos presentan astas, las
que poseen tres puntas, 25 cm de altura y un peso aproximado de 140 g (Ungerfeld et al.,
2008a) (Figura 1).

Figura 1. Las fotografias muestran individuos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)
pertenecientes a la poblacion de la ECFA: a la izquierda una hembra amamantando a su cria y

a la derecha un macho con sus astas sin felpa.

1.3.2 Estacionalidad reproductiva

El venado de campo presenta una moderada estacionalidad reproductiva, adaptando la
misma a las condiciones ambientales en que se encuentra. En este sentido, las hembras

pertenecientes a poblaciones ubicadas en zonas subtripicales (Uruguay) presentan partos
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durante todo el afio, con un pico en primavera (Jackson et al., 1980; Gonzalez, 1997;
Ungerfeld et al., 2008b), mientras que poblaciones que habitan zonas tropicales de Brasil
limitan sus pariciones al periodo lluvioso (Tomés, 1988). En Uruguay, en condiciones de
semicautiverio, se determind que la mayor frecuencia de actividad de cortejo ocurre en
marzo-abril (Morales-Pifieyria, 2010). En esta misma poblacion, la estacionalidad
reproductiva de los machos fue recientemente estudiada por Gonzalez-Pensado (2011), quien
reportd que los machos presentan el mayor desarrollo de las caracteristicas reproductivas -
concentraciones séricas de testosterona, volumen testicular y caracteristicas seminales- y la

mayor frecuencia de comportamientos agonisticos entre los machos durante verano-otofio.

El ciclo de las astas de ciervos se relaciona directamente con el ciclo reproductivo de
los machos, fundamentalmente con los cambios en la concentracion sérica de testosterona
ocurridos durante el afio (Bubenik, 1991). El ciclo de las astas de machos de venado de
campo en condiciones de cautividad fue descrito por Ungerfeld et al. (2008c). En estas
condiciones, los machos adultos pierden la primer asta aproximadamente el 3 de agosto, se
observa la emergencia de la segunda punta el 17 de setiembre y pierden la felpa el 15 de
noviembre. Por otra parte, durante el primer ciclo de las astas (machos de un afio de edad), la
caida de la primer asta ocurre después que en los machos adultos (Ungerfeld et al., 2008c).
Existe informacion que relaciona el ciclo de las astas de machos en vida libre con las
concentraciones de testosterona fecal (Garcia-Pereira et al., 2005). Estos autores reportaron
que la pérdida de las astas ocurre cuando la concentracion de testosterona comienza a

disminuir, y la caida de la felpa se produce en el periodo de altas concentraciones.

1.3.3 Distribucion historica y estado de conservacién

Antiguamente el venado de campo se encontraba distribuido en América del Sur,
entre los 5° y 41° S (Jackson & Langguth, 1987). Recientemente fueron hallados restos
arqueoldgicos de venado de campo a 0° S (Gonzélez et al., 2010), y aunque se desconoce si
estos fueron llevados hasta alli por el hombre, su distribucion podria haber sido aun mayor.
Historiadores y naturalistas reportan una gran abundancia y amplia distribucion de la especie
en el siglo XVIII (Cabrera, 1943; Jackson et al., 1980; Jackson & Langguth, 1987). A pesar
que fue considerado el cérvido mas abundante del Uruguay (Jackson et al., 1980), la especie
sufrié una significativa disminucién vinculada con la accion directa e indirecta del hombre.

En este sentido, su reduccion poblacional puede ser explicada por la caza excesiva (Jackson
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& Giullieti, 1988), la pérdida de territorio por competencia con especies domésticas (Demaria
et al., 2003) y exoticas silvestres (Perez-Carusi et al., 2009), la modificacion del habitat
(Giménez-Dixon, 1987), y la transmisién de enfermedades infecciosas (Junguis, 1975/76).
Desde 1975, la Convencion Internacional para el Trafico y Comercio de especies
amenazadas incluye al venado de campo en su Apéndice I, lo que significa que esta
amenazada de extincion (CITES, 2012). Por otra parte, la Lista Roja de la UICN (Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) cataloga la especie como “Casi
Amenazada” (UICN, 2012). Ambas categorizaciones se refieren a la especie Ozotoceros
bezoarticus, sin discriminar segln subespecie o poblacidn, lo que quizas colocaria a algunas
de ellas en una situacion aun mas vulnerable. La proteccion de especies autdctonas que, como
el venado de campo, se encuentran amenazadas de extincion tiene gran importancia para la
region. Sin embargo, al menos en Uruguay existen escasas medidas orientadas a la proteccion

de dichas especies.

1.3.4 Poblaciones actuales

Actualmente se encuentran pequefias poblaciones aisladas de la especie (Gonzéalez et
al., 2010) (Figura 2). En Argentina se reportan poblaciones en las provincias de Buenos Aires
(Vila & Beade, 1997; Pérez-Carusi et al., 2009), Corrientes (Parera & Moreno, 2000), San
Luis (Dellafiore et al., 2003) y Santa Fé (Pautasso et al., 2002). En Brasil las poblaciones se
encuentran en el Parque Nacional Emas (Rodrigues & Monteiro-Filho, 1999) y Pantanal
(Goss-Braga, 1999), aunque recientemente se reportd la existencia de otras pequefias
poblaciones en los estados de Parana, Rio Grande do Sul y Santa Catarina (Mazzolli &
Benedet, 2009). En Bolivia (Tarifa, 1993) la presencia de la especie fue reportada hace
algunos afios pero no existe informacién actualizada al respecto. De igual forma, aunque la
especie fue descrita en Paraguay (Cabrera, 1943) se desconoce su situacion actual para este

pais.

En Uruguay, existen dos poblaciones en estado silvestre (Figura 2), las que fueron
descritas como dos subespecies endémicas y diferentes a las encontradas en Brasil (O. b.
bezoarticus y O. b. leucogaster) (Gonzélez et al., 1998), y Argentina (O.b. celer) (Gonzalez
et al., 1998; Jackson & Langguth, 1987). A partir de informacion citogenética, molecular
(Gonzélez et al., 1998) y morfométrica (Gonzalez et al., 2002) se determind que la poblacion
ubicada en Salto corresponde a O. b. arerunguaensis, mientras que la ubicada en Rocha
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pertenece a O. b. uruguayensis. En efecto, O. b. arerunguaensis se encuentra Unicamente en
las localidades de Arerungua y El Tapado en el Departamento de Salto, con una poblacién
aproximada de 700 animales (Weber & Gonzélez, 2003). La otra subespecie, O. b.
uruguayensis se halla inicamente en la localidad de Sierra de los Ajos en el Departamento de
Rocha, con una poblacion estimada en 300 animales (Weber & Gonzalez, 2003). Es
importante destacar que no existen trabajos recientes en que se realice un relevamiento de la
presencia de la especie en todo el territorio nacional, y en que se determine el tamafio y la
distribucion de las poblaciones ya conocidas.

Una tercera poblacion de venado de campo se encuentra alojada en la Estacion de
Cria de Fauna Autéctona Cerro Pan de Azucar (ECFA, 33°47°S, 54°00°0), Piriapolis,
Maldonado (Figura 2). La misma se origind en 1981 y 1982 a partir de la extraccion y
relocalizacion de individuos pertenecientes a la poblacion silvestre de O. b. arerunguaensis
ubicada en Salto. Actualmente la poblacién de la ECFA cuenta con aproximadamente 80

individuos.

Figura 2. Distribucion actual del venado de campo (Ozotoceros bezoarticus): a la izquierda
se representan las poblaciones silvestres de Sudamérica (zonas gris oscuro); a la derecha las

poblaciones presentes en Uruguay en estado silvestre en Salto (©) y Rocha (e), y en

semicautiverio en la ECFA (O).
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1.4 Estrategias para el estudio de especies silvestres

El manejo de los individuos constituye una importante limitante en el estudio de la
biologia de las especies silvestres. Esto se debe a que, con la excepcion de individuos
entrenados, no es posible manipular a los animales. Por otra parte, la manipulacién forzada de
los mismos, a través de su captura con redes o prensas hidréulicas, genera un estrés
importante en los animales, alterando la temperatura corporal, las frecuencias cardiaca y
respiratoria, y las concentraciones sanguineas de cortisol, calcio, potasio, glucosa, y enzimas
hepaticas (Kock et al., 1987; Read et al., 2000). En este sentido, la utilizacion de técnicas que
permitan manipular los animales, al mismo tiempo que minimicen las alteraciones
fisiologicas provocadas por la misma resulta fundamental para el estudio de especies
silvestres. Ademas, es deseable que dichas maniobras impliguen el menor riesgo posible para
la vida del animal, siendo esto aln mas importante si la especie estudiada se encuentra en

riesgo de extincion.

La determinacion de esteroides en materia fecal ha permitido evaluar estados
fisiolégicos de gran numero de especies domesticas y silvestres sin necesidad de su
manipulacion. Esta técnica ha sido utilizada en especies domésticas para conocer el impacto
de distintos manejos, procedimientos anestésicos, e instalaciones (Brousset et al., 2005). De
igual forma, estos autores describen su uso para evaluar el bienestar animal de especies
silvestres luego de ser reintroducidas. EI mismo constituye un método especialmente
interesante para monitorear la funcién gonadal, conocer el estatus reproductivo, y confirmar

la prefiez (Graham et al., 2001).

El uso de anestesia en individuos de especies silvestres resulta fundamental para
realizar manejos que requieran su manipulacion. EI manejo anestésico de ciervos ha sido
utilizado entre otras cosas para trabajos de investigacion que implicaron extraccion de sangre
(Bubenik et al., 1987), de semen mediante electroeyaculacién, sincronizacion de celos,
inseminacién artificial (Garcia et al., 1998 ; Asher et al., 2000), y transferencia de embriones
(Waldhalm et al., 1989; Fennessy et al., 1994). En ciervos neotropicales, entre los que se
encuentra el venado de campo, se describe el uso de numerosos protocolos anestésicos
(Veloso-Nunez et al., 1997). Recientemente fue descrito el uso de ketamina, xilazina, y

atropina como protocolo anestésico para extraer semen mediante electroeyaculacion en
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venado de campo (Fumagalli et al., 2012). En este trabajo también se describieron los
cambios en los parametros fisoldgicos, bioquimicos y sanguineos provocados por la

electroeyaculacion.
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2. Hipotesis
2.1 Hipdtesis general

La presencia cronica de hembras estimula la actividad reproductiva de machos adultos

de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) alojados en semicautiverio.
2.2 Hipotesis especificas

La presencia cronica de hembras determina en los machos de venado de campo:
e Una mayor produccion de testosterona

e un mayor volumen, peso, tamafio, numero de perlas y coloracion de las astas

e un retraso en la fecha de caida de las astas

e un mayor peso corporal y perimetro de cuello

e unaumento en la intensidad del color del pelaje

e un mayor tamafio testicular, y una mayor proporcién de parénquima testicular
e una mayor sensibilidad a la electroeyaculacién

e mejores caracteristicas seminales
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3. Objetivo general

Determinar el efecto de la presencia de hembras sobre la produccién testosterona, las
caracteristicas morfométricas, seminales, de las astas, la estructura testicular, el color del
pelaje y el momento de eyaculacion durante la electroeyaculacion de machos de venado de

campo (Ozotoceros bezoarticus).
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4. Estrategia de investigacion

Para cumplir con el objetivo planteado, se realizaron tres estudios, los que fueron
desarrollados utilizando machos adultos de venado de campo alojados en la ECFA. Dada la
dificultad de manipular los animales, y el riesgo que ello conlleva, se planted realizar primero
los trabajos no invasivos que generaran informacion de base, para luego, considerando los

resultados de los mismos, realizar los trabajos que implicaron manipulacién de los animales.

El primer estudio fue realizado utilizando las astas, ya que como se explico, las
mismas constituyen un excelente indicador de la actividad reproductiva de los machos.
Ademas, dado que caen anualmente, su estudio no requiere de la manipulacion de los
individuos, sino solamente de una recoleccion y estudio cuidadoso de las mismas. Las astas
utilizadas en este estudio fueron colectadas el afio anterior al afio en que se realizaron los
estudios Il y Ill. El objetivo fue determinar el efecto de la presencia de hembras sobre la
fecha de caida, la morfologia, y la coloracion de las astas de los machos. Para ello se
colectaron astas de machos que permanecieron alojados con hembras, y machos alojados en
grupos de machos solos durante todo el ciclo de crecimiento de las astas estudiadas. Se
registré la fecha de caida de ambas astas y posteriormente se determiné su peso, volumen,

numero de perlas, coloracion y medidas de las mismas.

A partir de haber observado diferencias claras entre las astas de ambos grupos, se
plante6 estudiar las concentraciones de testosterona a lo largo de la estacion reproductiva.
Para ello, tal como se explicd, se opt6 por cuantificar la testosterona en materia fecal, ya que
hubiera sido imposible anestesiar a los animales con la frecuencia necesaria para comparar
los perfiles a lo largo de todo el periodo (muestras semanales durante ocho meses,
comenzando previo al inicio de la estacion reproductiva y finalizando luego de terminada la
misma). Pero para poder realizar la cuantificacion, previamente fue necesario poner a punto

la técnica de extraccion de esteroides en materia fecal de esta especie (Estudio I1).
Finalmente, en el Estudio Il se evalud el efecto de la presencia de hembras sobre la

produccién de testosterona, el peso, las medidas corporales, la coloracion del pelaje,

dimensiones y ecogenicidad testicular, voltaje de eyaculacion durante la electroeyaculacion, y
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las caracteristicas del semen. Para este trabajo fue necesario manipular los animales, lo que se

realizo bajo anestesia general.
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5. Materiales & metodos generales

5.1 Alojamiento y manejo de los animales

Todos los estudios fueron realizados en la ECFA, donde todos los individuos se
encontraban identificados mediante caravanas. La alimentacidn consistié en pastura natural,
arboles y arbustos nativos, ademas de ser suplementados de lunes a sdbados con 600 g/animal

de racion para vacas lecheras.

Se utilizaron machos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) pertenecientes a
cinco grupos de cria (constituidos por 1 macho adulto de 4-7 afios de edad y 5-10 hembras)
alojados en encierros de 0,5 ha (Figura 3). Ademas se utiliz6 un grupo de 6 machos adultos
de edad y caracteristicas similares, alojado en un encierro separado por al menos 3 m del
recinto mas cercano en que se alojaban hembras (Figura 3). Dada la distancia entre los
potreros de la ECFA, y que la separacion entre los mismos era de tejido metalico, el grupo de
machos solos permanecio aislado fisicamente de las hembras, aunque no visual, ni auditiva,
ni olfativamente. El grupo de machos permanecio integrado por los mismos individuos desde
tres afios previos a comenzar este trabajo. Por otra parte, no ingresaron o salieron individuos
del grupo de machos alojados con hembras desde al menos 3 meses antes de comenzar el
trabajo. Dos individuos del grupo de machos sin contacto directo con hembras murieron

naturalmente durante la Ultima etapa del Estudio I1I.

Figura 3. Esquema de los
encierros de venado de campo
(Ozotoceros bezoarticus) de la
ECFA, en los que se
encontraban  alojados  los
grupos de cria (A-E) y el grupo
de machos sin contacto directo

con hembras (F).
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Se determinaron algunas caracteristicas de las astas luego de su caida, y se colectd
materia fecal en forma semanal, para lo que no fue necesario manipular los animales. La
determinacion de las restantes variables consideradas en este trabajo requirio la manipulacion
de los animales, por lo que fue necesario obtener las muestras bajo anestesia general. Previo a
su realizacion, el protocolo experimental utilizado en la presente tesis fue aprobado por la

Comision de Bioética de la Facultad de Veterinaria.
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6. Estudio I. Efecto de la presencia de hembras sobre las

caracteristicas de las astas de machos de venado de campo

6.1 Introduccion

En cérvidos, la informacion disponible sobre la influencia de la estimulacién socio-
sexual sobre la reproduccion es escasa. Esta se relaciona exclusivamente al efecto de la
presencia de machos sobre la reproduccion de las hembras (Verme et al., 1987, Komers et al.,
1999; Whittle et al., 2000; Adams et al., 2001). Por otra parte, fue sugerido que las feromonas
producidas por las hembras prolongarian en el afio la secrecion de testosterona de los machos,
afectando la duracion del ciclo de las astas (Bubenik & Bubenik, 1986). La formacién de
perlas en las astas se vincula con periodos de altas concentraciones de testosterona (Bubenik,
1966) y la pérdida de las astas con una disminucién en la concentracion de testosterona
(Bubenik, 1990). Ademas, los estrdgenos -formados a partir de la aromatizacion de la
testosterona- incrementan la formacion de tejido compacto de las astas (Bubenik et al., 1987;
Bubenik, 1990; Price & Allen, 2004). En coincidencia, los machos adultos de venado de
campo de la EFCA alojados con hembras presentaron una mayor proporcion de tejido 6seo
compacto en algunas zonas de las astas, y poseen una mayor convexidad de la corona de las
mismas que machos alojados sin contacto con hembras (Canabal & Ungerfeld, 2011).
Ademas, a través de observaciones casuales es posible sugerir que las astas de machos de
venado de campo alojados con hembras son mas oscuras que las de aquellos machos que
habitan en grupos de machos solos.
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6.2 Objetivo

Determinar el efecto de la presencia de hembras sobre la fecha de caida, el volumen,
peso, medidas, coloracion, y nimero de perlas de las astas de los machos de venado de

campo.
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6.3 Materiales & métodos

6.3.1 Alojamiento de los animales

Como fue explicado previamente (ver seccién 5.1), se utilizaron cinco machos
adultos, que se encontraban alojados con hembras, y un grupo de seis machos adultos que
nunca tuvo contacto directo con hembras. Ambos grupos permanecieron sin cambios en su
estructura social desde al menos 2 meses antes de la caida de las astas del ciclo anterior al
utilizado en este estudio.

6.3.2 Caracteristicas de las astas

Diariamente, entre fines de julio y principios de agosto, se observo el estado de las
astas en los animales. Posteriormente a la caida de un asta, la misma fue buscada y recogida
del encierro, identificada, pesada y se determind su volumen. Este Gltimo pardmetro fue
determinado cuantificando el desplazamiento de una columna de agua resultante de sumergir
un asta en un recipiente graduado. Ademas, se contabilizaron las perlas y se tomaron las
medidas utilizadas por Ungerfeld et al. (2008a): circunferencia de la corona, de la base de la
primera, segunda, y tercera punta; longitud de la primera, segunda y tercera punta; distancia

de la base a la primera y segunda bifurcacion, y a la primera, segunda y tercera punta.

El color de las astas fue evaluado utilizando un colorimetro (Minolta CR10, Minolta
Camera Co, Osaka 541, Japdn). Los resultados fueron expuestos segun las recomendaciones
de la Commission Internationale de I’Eclairage (CIE, 1976): valores de luminosidad (L*)
(desde 10 el mas oscuro hasta 100 el mas blanco), enrojecimiento (a*) [desde el verde (valor
negativo) al rojo (valor positivo)], y amarillamiento (b*) [a partir de azul (valor negativo) a
amarillo (valor positivo)]. Se determind por triplicado en 11 puntos por asta. Estos puntos
incluyeron la parte interior de la corona, y la cara interna y externa de los siguientes puntos:
punto medio desde la corona a la primer bifurcacion, segunda bifurcacion, y en el punto

medio de la longitud de cada punta.
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6.3.3 Andlisis estadistico

La fecha de caida de las astas y sus medidas y color fueron analizadas por ANOVA.

El nimero de perlas en ambas astas fue comparado mediante el test de Kruskal-Wallis.
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6.4 Resultados

6.4.1 Fecha de caida de astas

La caida de la primer asta tendié a ser mas tardia en los machos en contacto con
hembras que en aquellos del grupo sin hembras (2,0 = 4,4 de agosto vs 21,8 = 3,9 de julio; p=
0,08). La caida de la segunda asta se observo en todos los animales menos de un dia después

de la primera.

6.4.2 Tamafo de astas y nimero de perlas

El peso y volumen de las astas de los machos expuestos a hembras fue mayor que en
los machos solos [148,7 + 7,4 vs 121,3 g + 8,0 g (p= 0,02) y 85,8 + 5,3 cm® vs 68,8 + 6,3 cm®
(p= 0,04) respectivamente]. La circunferencia en la base de la primer y segunda punta fue
mayor en las astas de los machos que estuvieron en contacto con hembras que en los machos
aislados fisicamente de hembras (p= 0,05 y 0,002 respectivamente; Tabla 1). Las astas de
machos alojados con hembras tendieron a presentar mayor circunferencia de la tercer punta
(p= 0,07), largo desde la corona a la primer bifurcacion (p= 0,07), y largo de la primer punta
(p= 0,08) (Tabla 1). EI nimero de perlas fue mayor en las astas de los machos en contacto
con hembras (299,8 + 48,1 vs 106,7 + 29,3; p=0,02).
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Tabla 1. Circunferencia y largo (cm) de las astas de los machos de venado de campo
(Ozotoceros bezoarticus) que estuvieron en contacto permanente con hembras o aislados

fisicamente de ellas (media + EE).

Contacto con Aislado de

Parametro hembras hembras p
Circunferencia Corona 6,9+0,2 6,8+0,1 ns
Base de la primer punta 6,2+0,2 57+0,2 0,05
Base de la segunda punta 56%0,2 49+0,1 0,002
Base de la tercer punta 49+0,2 44+0,2 0,07
Largo Desde la corona hasta la 49+0,2 54+0,2 0,07

primera bifurcacion
Desde la corona hasta la 15,2+0,5 14,6 £ 0,7 ns

segunda bifurcacion

Primera punta 16,6 + 0,4 146+11 0,08
Segunda punta 15,0+ 0,4 148+0,9 ns
Tercer punta 13,2+0,3 123+172 ns

6.4.3 Color de astas

En general, las astas de los machos en contacto con hembras fueron mas oscuras que
las astas de los machos aislados fisicamente de estas (Tabla 2; Figura 4). El color en el
interior de la corona fue similar en las astas colectadas de machos que permanecieron en, o
sin contacto con hembras. Las astas de los machos que estuvieron en contacto con hembras
fueron mas oscuras (menor L*) que aquellas de los machos que estuvieron en el grupo sélo
de machos. No se observaron diferencias en los valores de a*, salvo en la segunda
bifurcacion, la que tuvo un valor mas alto en las astas de los machos que estuvieron en
contacto con hembras (p= 0,006). Con la excepcion de la segunda bifurcacion y la cara
interna de la corona, en las que no se observaron diferencias, el valor b* fue menor en las

astas de machos en contacto con hembras.
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Figura 4. Astas derechas de 8 machos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus) que

permanecieron alojados con hembras (arriba) o aislados de ellas (abajo).

En general, no hubo diferencias en los colores entre las astas derecha e izquierda en
los machos que permanecieron aislados de hembras. En los machos en contacto con hembras,
las astas derechas tuvieron mayor valor de a* (3,8 £ 0,2 vs 3,5 £ 0,1, p= 0,04) y b* (24,7 +
0,3 vs 24,0 £ 0,3, p= 0,04). Sin embargo, los valores L* de las astas izquierda y derecha
fueron similares (39,0 + 0,6 vs 38,1 £ 0,6). No hubieron diferencias en los valores L* y b*
medidos en la cara interna y externa de las astas en los machos mantenidos en contacto con
hembras. El valor de a* en la cara externa fue mayor que en la cara interna (3,8 + 0,1 vs 3,4 £
0,1; p= 0,05). En los machos sin contacto fisico con hembras, el valor b* no difiri6 entre la
cara interna y externa de las astas. Sin embargo, el valor L* de la cara externa (48,6 + 0,6)
fue menor al de la interna (50,2 + 0,6; p= 0,03), y el valor a* de la cara externa (4,0 £ 0,2) fue
mayor que la interna (3,2 + 0,1; p< 0,001).
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Tabla 2. Medidas de los parametros de color L*, a* y b* en el interior de la corona y en

otros 5 puntos segun las recomendaciones de CIE (1976) en las astas de los machos de

venado de campo que estuvieron en contacto permanente con hembras o aislados fisicamente
de ellas (media + EE).

Parametro Contacto con  Aislados de

de color  Zona medida hembras hembras p

L* Cara interna de la corona 62,3+1,4 61,4+1,7 ns
Punto medio desde la 36,0+0,9 46,6 +1,9 <0,0001
corona a la primer
bifurcacion
Segunda bifurcacion 43,4+0,6 46,1+1,0 0,006
Primer punta 370£10 515+13 <0,0001
Segunda punta 379+1.2 515+0,9 <0,0001
Tercer punta 38,8 £0,5 51,3+1,6 <0,0001

a* Cara interna de la corona 36%05 4,3%0,6 ns
Punto medio desde la 33£04 40+04 ns
corona a la primer
bifurcacion
Segunda bifurcacion 3,7+04 25104 0,006
Primer punta 3,3+0,3 3804 ns
Segunda punta 36+0,3 35%0,2 ns
Tercer punta 40+0,3 3,9+0,6 ns

b* Cara interna de la corona 325+£0,7 331+11 ns
Punto medio desde la 23,4+£0,5 27,7+£0,6 <0,0001
corona a la primer
bifurcacion
Segunda bifurcacion 26,3+ 0,5 26,3+0,8 ns
Primer punta 23,6 +0,5 29,7+ 0,5 <0,0001
Segunda punta 24,0 £ 0,7 29,2+ 0,6 <0,0001
Tercer punta 246+ 0,2 29,2+ 0,7 <0,0001
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6.5 Discusion

Las caracteristicas de las astas son un excelente indicador de la concentracion de
testosterona alcanzada durante su desarrollo (Bubenik, 1990). En este sentido, este trabajo
describe a través de las astas el efecto del contacto directo con hembras sobre la actividad
reproductiva de los machos. EI mayor peso, volumen, y medidas de las astas, asi como la
tendencia a caer més tarde en los machos con hembras, puede estar reflejando una mayor
actividad gonadal debido a la estimulacién con hembras. Las caracteristicas morfologicas y la
fecha de caida de las astas estan dentro de los rangos descritos anteriormente en esta misma
poblacion (Ungerfeld et al., 2008a; ¢). Las astas de machos en contacto con hembras también
tuvieron un mayor nimero de perlas que las de machos sin contacto con estas, o que se ha
reportado que se relaciona con las concentraciones de testosterona (Bubenik, 1966). Ademas
las astas de machos con hembras cayeron 11 dias después que la de los machos solos, lo que
podria implicar que la concentracion de testosterona se mantuvo mas alta por mas tiempo
(Bubenik, 1990). En sintesis, tanto las observaciones sobre mayor peso, medidas de tamafo,
fecha de caida y nimero de perlas podrian relacionarse con una mayor actividad gonadal

debido al estimulo de las hembras.

A pesar que la distancia a las hembras del grupo de machos solos fue de tan sélo
algunos metros, igualmente existieron diferencias a favor de los machos en contacto con
hembras. En este sentido, los resultados del presente trabajo concuerdan con lo reportado en
rumiantes domésticos (Gonzéalez et al., 1988b, 1991a), dado que el contacto directo con
hembras jugaria un rol mas importante que la estimulacion visual, auditiva, y quimica en la
reproduccion de los machos. De igual forma, aunque su existencia ha sido sugerida, la
estimulacién de machos de ciervos a través de feromonas de las hembras (Bubenik &
Bubenik, 1986) seria menos importante que el contacto directo con ellas. Por tanto, en
venado de campo los comportamientos de cortejo y cépula probablemente resulten de gran

importancia para la estimulacion de la reproduccion de los machos.

Las astas de los machos alojados con hembras fueron mas oscuras que las de machos
sin contacto directo con hembras. Sin embargo, dado que la coloracion de la zona interna de
la base de las astas no fue diferente, el efecto parece presentarse solamente en la superficie
externa. Esto es coincidente con que aparentemente las diferencias de coloracion ya se
observarian desde la caida de la felpa. Durante este periodo los machos de venado de campo
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marcan con las astas contra arboles, arbustos y otros sustratos (Ungerfeld et al., 2011). En tal
sentido, una posible explicacion podria ser que los machos con hembras marquen con una
mayor frecuencia durante el periodo de pérdida de la felpa. Si bien las astas son estructuras
orientadas a la atraccién de las hembras (Bubenik, 2002), se desconoce aln cémo la

coloracion de las mismas afecta la atractividad de los machos.

Se observd que machos aislados fisicamente de hembras poseian la cara interna de sus
astas més clara que la cara externa. Esto podria relacionarse con que durante la marcacion la
cara externa tiene mayor contacto con el sustrato que la cara interna. Ademas, existieron
diferencias en la coloracién entre las astas derecha e izquierda, lo que coincide con una
pequefia diferencia en el peso entre las astas derecha e izquierda (Ungerfeld et al., 2008a). En
ciervo cola blanca la asimetria de las astas se relaciona negativamente con el tamafio de las
mismas, la edad y el tamafio corporal de los machos (Ditchkoff et al., 2001). Por su parte,
machos mas grandes de alces poseen menor asimetria de sus astas (Bowyer et al., 2001). Por
este motivo estos autores sugieren que en ciervos la simetria de las astas constituye una sefial
honesta sobre los atributos del macho, la que se vincularia con la seleccion sexual. En ciervo
rojo la simetria de las astas no estaria vinculada con la capacidad del macho de tener un
harem de hembras, aunque si el tamafio de dichas estructuras (Barto§ & Bahbouh, 2006).
Ademas, el tamafio y la complejidad de las astas es una sefial honesta de la produccién y
velocidad espermatica (Malo et al., 2005). Por lo tanto, se podria especular que la exposicion
a las hembras estimul6 la actividad gonadal de los machos de venado de campo, lo que
produjo cambios en el tamafio, en la simetria, y la coloracion de las astas. A su vez, y como
se sugiere en otras especies de ciervos, estos cambios en las caracteristicas de las astas
podrian constituir sefiales dirigidas hacia las hembras que podrian estar indicando la calidad

de dichos machos.
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6.6 Conclusiones

Se concluyo que el contacto con hembras estimuld el peso, volumen, tamafio, y
coloracion de las astas de machos de venado de campo, y probablemente retraso la fecha de

caida de las mismas.
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7. Estudio Il. Desarrollo de una técnica de extraccion de

testosterona en materia fecal de machos de venado de campo

7.1 Introduccion

La medicion de esteroides sexuales y corticoesteroides en materia fecal es utilizada
para valorar el estado reproductivo y de bienestar de los animales. Esta técnica ha sido
utilizada en muchas especies animales: carnivoros silvestres (lince: Dehnhard et al., 2008;
licaon: Monfort et al., 1998), conejo (Korndorfer et al., 1998), armadillo (Superina et al.,
2009; Superina & Jahn, 2009), jirafa (Lueders et al., 2009), rinocerontes (Graham et al.,
2001), elefante (Ghosal et al., 2010), y carneros silvestres (Pelletier et al., 2003). La
cuantificacion de androgenos en materia fecal de ciervos también ha sido ampliamente
utilizada para estudiar su fisiologia reproductiva (guazubira: Fraguas-Versiani et al., 2009;
ciervo rojo: ShuLing et al., 2008; ciervo sika: Yamauchi et al., 1999; ciervo del padre David:
Li et al., 2001; ciervo cola blanca: Taillon & Cété, 2008; venado de campo: Garcia-Pereira et
al., 2005). El método de determinacion de hormonas en materia fecal debe ser validado para
cada especie ya que el metabolismo de los esteroides y su via de excrecion difiere en forma

importante entre especies (Palme, 2005).

Previo a determinar la concentracion de hormonas en materia fecal es necesario
realizar un proceso de extraccién hormonal. En forma sintética, las técnicas utilizadas en
diferentes especies consisten en mezclar una cantidad conocida de materia fecal con un
volumen determinado de una solucién lipofilica. Se puede partir de materia fecal fresca
(Graham et al., 2001) o desecada (dos Santos-Zanetti et al., 2010). Segun Wasser et al. (2000)
los resultados de realizar la extraccion hormonal utilizando ambas alternativas son similares.
En el solvente organico se disuelven los esteroides presentes en las fecas, y luego ambas
porciones se separan mediante congelacion (Yamauchi et al., 1999), o centrifugacion
(Kusuda et al., 2006). En algunos casos la medicion hormonal se realiza directamente en esta
solucion (Hamasaki et al., 2001). En otros protocolos la fraccion lipofilica es desecada y
reconstituida en una solucion bufferada, a la que en ocasiones también se le agrega un alcohol
(Matsuura et., 2004). En esos casos la medicién hormonal se realiza a partir de esta Gltima
solucion. Algunos protocolos utilizan una doble extraccion hormonal (Superina & Jahn,

2009; Superina et al., 2009), lo que permitiria aumentar el porcentaje de extraccion hormonal
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a partir de la misma muestra de materia fecal. Por otra parte, la concentraciéon hormonal
puede ser determinada mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
(Pickard et al., 2001), ensayo inmunoenzimatico (EIA) (Garcia-Pereira et al., 2006), o
radioinmunoensayo (RIA) (Li et al., 2001). En sintesis, existen numerosos protocolos de
extraccion hormonal, los que utilizan diferentes solventes, proporciones y métodos de

desecado, agitado y separacion y determinacion hormonal.

Existe un antecedente de determinacién de la concentracion de testosterona y cortisol
presente en la materia fecal de machos de venado de campo en vida libre mediante EIA
(Garcia-Pereira et al., 2005; 2006). Por otra parte, en un trabajo anterior determinamos la
concentracion de progesterona en fecas de hembras de venado de campo para lo que se utilizé
una técnica de extraccion de hormonas similar a la descrita por Yamauchi et al. (1997). Sin
embargo los datos de algunas muestras no fueron consistentes con el estado reproductivo en
que se encontraban las hembras, sugiriendo que parte de la hormona no era extraida de la
materia fecal (datos no publicados). Por tal motivo, se considerd que al igual que en otras
especies, el uso de una doble extraccion de esteroides (Superina & Jahn, 2009; Superina et
al., 2009) podria mejorar la tasa de recuperacion hormonal obtenido mediante una Unica

extraccion.
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7.2 Objetivo

Comparar la extraccion de testosterona en materia fecal de venado de campo

utilizando una técnica de referencia y una con doble extraccion.
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7.3 Materiales & métodos

7.3.1 Colecta de materia fecal

Se obtuvo materia fecal de machos adultos de venado de campo en forma semanal
desde principios de octubre hasta principios de febrero del siguiente afio, y desde mediados
de abril hasta mediados de mayo. La misma fue colectada inmediatamente de que se observd
la defecacion, almacenada en bolsas pléasticas, identificada y refrigerada a -20 °C hasta su

procesamiento. Al final del periodo de muestreo se totalizaron 218 muestras de materia fecal.

7.3.2 Extraccion de testosterona de las heces

Una fraccion de aproximadamente 3 g de cada muestra de materia fecal colectada fue
colocada en un tubo con tapa rosca teflonada de 25 cm® para su liofilizacién durante 60 h
(Alpha-1-6, Christ Martin Gefriertrocknungsanlagen, Osterode, Alemania). La materia fecal
fue pulverizada utilizando un mortero, y posteriormente mezclada para lograr una muestra
homogénea. Se pesaron 0,25 g de materia fecal pulverizada en una balanza de precision (SA
210, Scientech Inc., Boulder, EEUU), y se colocaron en un tubo de tapa rosca teflonada de 25
cm?® para la extraccion de testosterona. Para ello se adicionaron 1,5 mL de agua destilada y 5
mL de eter dietilico (RBenzo, Montevideo, Uruguay), se agité durante 2 min utilizando un
vortex, y se coloco en un freezer a -80 °C durante 1 h, para separar la fraccién sélida (materia
fecal y agua destilada) de la liquida (éter). La fraccion liquida fue traspasada a un tubo de
vidrio de 5 cm® y colocado en un bafio marfa a 45 °C durante aproximadamente 6 h, hasta su
evaporacion. La pared del tubo fue lavada utilizando 0,5 mL de etanol 95% (RBenzo,
Montevideo, Uruguay), y agitado durante 1 min utilizando un vortex. Posteriormente se
agreg6 0,5 mL de fosfato salino bufferado con 1 % de albumina sérica bovina (BSA, A-4503,
Sigma, St. Louis, EEUU) (PBS-BSA) tapados con film, y fue mantenido a 4 °C durante 12 h.
Por otra parte, la fraccion solida (materia fecal y agua destilada) fue sometida a un nuevo
proceso de extraccion igual al anteriormente descrito. La primera y segunda fraccion (A'y B
respectivamente) fueron colocados en tubos eppendorf independientes, identificados y

mantenidos a -20 °C hasta la determinacion hormonal.
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7.3.3 Elaboracion de la curva estandar

Los kits comerciales de radioinmunoandlisis disponibles para la determinacion
hormonal cuentan con una curva estdndar desarrollada a partir de suero sanguineo. Por tal
motivo, para la presente determinacién se considerd mas apropiado elaborar una curva
estandar partiendo de materia fecal. Para ello y para contar con fecas con concentraciones
despreciables de esteroides sexuales, se colectd materia fecal de una oveja ovariectomizada.
La materia fecal fue liofilizada durante 60 h, realizdndose luego el mismo proceso de
extraccion hormonal descrito anteriormente. Como fuente de testosterona, se extrajo suero de
un carnero al que se le administraron 8,4 pg de un analogo sintético de GnRH (Buserelina:

Receptal, Intervet, Alemania) 1y 2 h antes.

La concentracion de testosterona sérica se determind mediante radioinmunoanalisis.
La solucion obtenida del proceso de extraccion de materia fecal fue mezclada con el suero del
carnero en una dilucion de 1:25. Luego se realizaron diluciones de 1:2 utilizando fosfato
salino bufferado con 1 % de albimina para obtener una curva estandar de testosterona con

concentraciones decrecientes.
7.3.4 Determinacion de testosterona

La determinacion de testosterona fue realizada mediante RIA 2| de fase sélida (Coat-
A-Count TKTT, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU). Los coeficientes de variacion
intraensayo fueron 5,7 y 7,5 % para controles altos y bajos respectivamente. A partir de la
concentracion obtenida se calculd la concentracién por gramo de materia fecal desecada
(ng/g). Ambas fracciones de extraccion fueron medidas por separado y su concentracion se

expresa como media + EE.
7.3.5 Andlisis estadistico
Una vez determinada la concentracion extraida en cada fraccion, se realiz6 una

regresion lineal simple considerando como variable independiente la primera fraccion (A), y

como variable dependiente la suma de ambas fracciones (A+B).
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7.4 Resultados & discusion

La concentracion de testosterona presente en la fraccion A vy el total recuperado
mediante la doble extraccion (fracciones A+B) fue 21,7 + 1,0 ng/g y 48,7 + 2,1 ngl/g
respectivamente. Por tanto, una doble extraccién permitié recuperar 55,3 % més de
testosterona que al realizar una Unica extraccion. Aunque se desconoce la concentracion
hormonal total, la doble extraccion permitid recuperar una cantidad bastante mayor que la
obtenida solamente con la fraccion A, obteniendo por tanto valores méas aproximados a la
concentracion hormonal real presente en las muestras analizadas. En este sentido, a pesar que
la técnica implica mas manipulacién y gasto de materiales, el resultado obtenido refleja en
forma mas precisa el estado reproductivo de los animales. A partir de esta informacion es
posible especular que la inconsistencia encontrada entre las concentraciones de progesterona
en materia fecal y el estado reproductivo de las hembras de venado de campo (datos no
publicados) se vincule con un bajo porcentaje de recuperacion hormonal debido a que fue

realizada una Unica extraccion hormonal.

De todas formas, la concentracion de testosterona obtenida a partir de la fraccion A
permitié predecir con alta probabilidad el valor final de ambas extracciones sumadas
(fraccion A+B) (r’= 0,86; p< 0,0001; Figura 5). Por tanto, si lo que interesa es comparar

valores y no ajustarse al valor real, no seria necesario realizar dos extracciones.
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Figura 5. Concentracién de testosterona de machos de venado de campo (Ozotoceros
bezoarticus) obtenida de la primera fraccion (A) y del total (A+B) de una doble extraccion
de esteroides en materia fecal (r’=0,86; p< 0,0001). Cuatro valores fueron eliminados para

mejorar la visualizacion del gréfico.

La concentracion de testosterona fecal obtenida en este trabajo fue similar a lo reportado
previo a la estacion reproductiva en carneros silvestres (Ovis canadensis: Pelletier et al.,
2003; Pseudois nayaur: Kusuda et al., 2006), y ligeramente inferiores a los descritos
anteriormente en venado de campo (Garcia-Pereira et al., 2005). El valor maximo reportado
por los autores fue aproximadamente 200 ng/g de materia fecal, mientras en el presente
trabajo fue de 159,3 ng/g. Sin embargo las técnicas utilizadas difieren con la del presente
trabajo, ya que extrajeron la testosterona a partir de materia fecal fresca conservada en etanol
y agua destilada (Pelletier et al., 2003), utilizando metanol en vez de éter como solvente
(Garcia-Pereira et al., 2005; Kusuda et al., 2006), y sin realizar una evaporacion del mismo
(Pelletier et al., 2003; Garcia-Pereira et al., 2005). La similitud en las concentraciones
reportadas por estos trabajos, pese a las diferentes técnicas utilizadas permite plantear que en

este trabajo se obtuvo un alto porcentaje de recuperacion de testosterona.
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7.5 Conclusion

Se concluyé que aunque una unica extraccion hormonal permitié predecir con alta
probabilidad la concentracion obtenida de una doble extraccion, a partir de esta ultima técnica

fue posible recuperar una concentracion hormonal mas de dos veces mayor.
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8. Estudio I11. Efecto de la presencia de hembras sobre las
caracteristicas morfologicas y seminales, y la produccion de

testosterona de machos de venado de campo

8.1 Introduccidn

El estimulo de la presencia de hembras sobre la reproduccion y en particular sobre la
produccion de testosterona de los machos, fenémeno conocido como “efecto hembra”, ha
sido ampliamente reportado de rumiantes (ver seccion 1.2.2). Gran numero de caracteristicas
morfoldgicas y reproductivas de los machos de rumiantes presentan cambios a lo largo del
afio, las que han sido vinculadas con los cambios estacionales en la concentracion sérica de
testosterona. Sin embargo, y pese a su vinculacion con este androgeno, el efecto de la
presencia de hembras sobre la mayoria de estas caracteristicas no ha sido estudiado hasta el

momento en cérvidos.
8.1.1 Cambios morfométricos

Numerosos trabajos describen cambios asociados a la estacion reproductiva en el
cuerpo de machos de diferentes especies de cérvidos. En machos de ciervo rojo el peso
corporal, y los perimetros toracico y del cuello aumentan antes de la estacion reproductiva
(Lincoln et al., 1972; Clutton-Brock et al., 1982). Estos cambios aumentarian la habilidad
para pelear con otros machos durante este periodo (Clutton-Brock et al., 1982). Los cambios
estacionales en las caracteristicas sexuales secundarias, asi como en la actividad
espermatogénica, y el comportamiento agresivo y sexual de los machos estan asociados con
los cambios en la concentracion sérica de testosterona (Lincoln, 1992). El crecimiento
muscular se relaciona con el efecto anabdlico de este androgeno (Mystkowski & Schwartz,
2000).

El tamafo testicular también presenta cambios estacionales. En ciervo rojo, el
diametro testicular acompafia los cambios en la concentracion de testosterona (Gaspar-Lépez
et al., 2010). En los machos de esta especie el aumento dréstico en la concentracion sérica de

testosterona observado aproximadamente dos meses antes del inicio de la estacion
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reproductiva fue directamente correlacionado con el aumento en la circunferencia escrotal y
el porcentaje de espermatozoides normales (Haigh et al., 1984; Fourie et al., 2005). De igual
forma, se determind una alta correlacion entre la circunferencia escrotal y el porcentaje de
espermatozoides normales en carneros (Mickelsen et al., 1981). Incluso en ciervos axis (Axis
axis) habitando regiones tropicales, donde las especies tienden a presentar una estacionalidad
menos marcada debido a menores fluctuaciones fotoperiodicas, existe una estrecha
correlacion entre el tamafio testicular, la secrecion de testosterona y el crecimiento de las
astas (Loudon & Curlewis, 1988). El perimetro del cuello y las medidas testiculares -
circunferencia escrotal, volumen testicular, y la relacién volumen testicular:peso corporal- de
machos adultos de venado de campo presentaron aumentos estacionales similares a los
observados en la concentracion sérica de testosterona, alcanzando los mayores valores
durante la época de celos (verano-otofio) (Gonzélez-Pensado, 2011). Tomando en cuenta que
la presencia de hembras estimularia la secrecion de testosterona (ver seccion 1.2.2), y que
existe una asociacion entre las caracteristicas morfoldgicas antes mencionadas y la
concentracion de la misma, es posible especular con que la presencia de hembras podria
afectar positivamente las caracteristicas morfoldgicas de los machos.

8.1.2 Cambios en la coloracién del pelaje

Los machos de numerosas especies de rumiantes poseen un pelaje completa o
parcialmente mas oscuro que el de las hembras. Sin embargo en caprinos silvestres del
Himalaya (Hemitragus jemlahicus) los machos tienden a poseer el pelaje del cuello mas
dorado y largo que las hembras (Lovari et al., 2009). Alguna de las zonas de diferente color
entre sexos son la cabeza (ciervo cola blanca: Atkeson & Marchinton, 1982; Bubenik &
Bubenik, 1985; Ovis dalli: Loehr et al, 2008), y el cuello (ciervo rojo: Lincoln, 1971). Estas
diferencias se acentlan durante la estacion reproductiva, ya que la melanogénesis es
estimulada por la testosterona (Bubenik & Bubenik, 1985). Otra region donde se observan
cambios de coloracion vinculados a la estacion reproductiva es el pelaje del escroto (Bubenik
& Bubenik, 1985). Estos autores, describieron una alta correlacién entre el grado de
pigmentacion de la cabeza, mejillas y la nariz y la concentracion sérica de testosterona de los
machos de ciervo cola blanca. Ademas, en estas zonas los machos poseen frecuentemente
mayor numero de glandulas apdcrinas, sebaceas y sudoriparas que en el resto del cuerpo
(Ebling, 1972; Atkeson & Marchinton, 1982; Thornton et al., 2001). La actividad y el tamafio
de las glandulas cutaneas de estas regiones también presentan cambios estacionales, ya que
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son estimuladas por la secrecion de andrégenos (Ebling, 1972). Ademas, en estas glandulas y
en los foliculos pilosos de estas regiones de la piel fueron hallados receptores para
testosterona (Bubenik & Bubenik, 1985). Por otra parte, en machos de ciervo rojo y carneros
silvestres y domésticos el oscurecimiento del pelo del cuello coincide con el crecimiento del
pelo (Lincoln, 1971; 1990).

En artiodactilos que viven en grupos sociales, el oscurecimiento del pelaje de los
machos constituiria una sefial visual dirigida tanto hacia machos como hembras (Caro, 2005)
Segun este autor esta caracteristica se vincularia con el estatus jerarquico, el potencial
reproductivo, e incluso con las cualidades genéticas del individuo, y en ocasiones podria
relacionarse con la seleccion sexual. La oscuridad del pelaje de la cara de carneros Dall (Ovis
dalli) se relaciona con el rango jerarquico, con la oportunidad de aparearse y con el
crecimiento de los cuernos (Loehr et al, 2008). Sin embargo, machos caprinos del Himalaya
de alto rango jerarquico poseen un pelaje del cuello més dorado, mientras que en los
subordinados tiende mas al marron (Lovari et al., 2009). Considerando que el rango
jerarquico se vincula estrechamente con la concentracion de testosterona, podria especularse
gue machos mas oscuros posean mayores concentraciones séricas de testosterona. Estos
cambios han sido interpretados como sefiales visuales desarrolladas por los machos para
demostrar entre otras cosas su capacidad reproductiva (Bubenik & Bubenik, 1985) y estatus
jerarquico (Lincoln, 1971; Atkeson & Marchinton, 1982). Esta estrategia seria mas
importante en especies en que el tamafio corporal y de la cornamenta es menor (Caro, 2005;
Lovari et al., 2009).

8.1.3 Ecogenicidad testicular

La ultrasonografia es una técnica no invasiva de obtencion de imagenes, ampliamente
utilizada para examinar el tracto reproductivo de rumiantes domésticos. En las hembras de
estas especies es frecuentemente utilizada para la determinacion de la prefiez y el estudio de
la actividad ovérica, y también para la deteccion de patologias en el tracto reproductivo de
machos y hembras (Gonzalez-Bulnes et al., 2010). Mediante la eco-densidad testicular,
determinada a partir de la cuantificacion de pixeles, es posible establecer la variacion
estructural del parénquima testicular, la proliferacion celular y produccién de fluidos del
testiculo (Wu et al.,, 2010). La determinacion de la ecogenicidad testicular es un
procedimiento subjetivo, excepto si se cuantifican los pixeles mediante un software (Kauffold
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et al., 2011). Sin embargo, pocos trabajos han utilizado este procedimiento para estudiar la
actividad testicular. En cetaceos se determind que la intensidad de pixeles presentes en
imagenes ecogréficas de testiculo se relaciona positivamente con la concentracion sérica de
testosterona (Wu et al., 2010). Por otra parte, la ecogenicidad testicular de corderos
prepuberes aumento a medida que se acercaba la pubertad, lo que fue interpretado como un
aumento del nimero de células germinales presentes en el parénquima testicular (Chandolia
et al., 1996). En carneros tratados con GnRH se observd una disminucién aguda en la
intensidad de pixeles del testiculo, lo que fue interpretado como un incremento en el
contenido de liquido en el mismo consecuencia del mayor flujo sanguineo estimulado por la
LH (Ungerfeld & Fila, 2011a). En forma similar carneros expuestos a hembras en celo
disminuyeron su ecogenicidad testicular, al tiempo que aumentaban la concentracion sérica
de testosterona (Ungerfeld & Fila, 2011b). En funcién de estos antecedentes es posible
afirmar que el aumento de ecogenicidad testicular se vincula con una mayor relacion de
parénquima testicular/liquido, y una menor ecogenicidad se relaciona con una mayor
proporcion de liquido en el testiculo. Hasta el momento no existen trabajos en que se
cuantifique la eco-densidad testicular de ciervos, ni cdmo ésta cambia en presencia de

hembras.

8.1.4 Semen

La espermatogénesis presenta cambios estacionales que se vinculan con la
concentracion de testosterona. En este sentido, se reportd una asociacion entre los cambios en
la concentracion de testosterona y el aumento del tamafio testicular, de los tabulos
seminiferos y células germinales en carneros (Hochereau de Reviers & Lincoln, 1978). De
igual forma, fue descrita una asociacion entre la concentracion sérica de testosterona, la
produccién espermatica y la calidad seminal de varias especies de ciervos (wapiti: Haigh et
al., 1984; axis: Loudon & Curlewis, 1988; de Eld: Monfort et al., 1993; corzo: Blottner et al.,
1996). Dado que la espermatogénesis requiere altas concentraciones de testosterona en el
testiculo (McLachlan et al., 1995), machos de ciervo rojo y gamo manifiestan un cese casi
completo de la produccion de espermatozoides, una disminucion brusca del volumen
eyaculado, e infertilidad durante otofio-invierno, lo que se asocia a bajas concentraciones de
testosterona (Haigh et al., 1984). Segun Gonzélez-Pensado (2011) los machos de venado de
campo presentan el mayor desarrollo de sus caracteristicas reproductivas (concentraciones

séricas de testosterona, volumen testicular y caracteristicas seminales) en verano-otofio. A
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pesar de que la presencia de hembras estimula la produccion de testosterona en los machos,
hasta el momento no ha sido estudiado si dicha presencia repercute en las caracteristicas

seminales.
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8.2 Objetivos

Determinar si el contacto con hembras determina:

e una mayor concentracion fecal de testosterona

e un aumento en peso corporal y perimetro del cuello

e unaumento en la coloracion del pelaje

e aumento en el tamafo testicular, y en la proporcion de parénquima

e una mayor sensibilidad a la electroeyaculacion

e mejores caracteristicas del semen fresco y luego de ser expuesto a diferentes diluyentes
(calidad, total de espermatozoides en el eyaculado, porcentaje y total de espermatozoides
vivos, porcentaje y total de espermatozoides mdtiles, porcentaje y total de
espermatozoides métiles progresivos, porcentaje y total de espermatozoides con
anormalidades morfolGgicas y porcentaje y total de espermatozoides con funcionalidad de

membrana normal)
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8.3 Materiales & métodos

8.3.1 Colecta, extraccion y medicion hormonal a partir de materia fecal

Desde el 1 de octubre al 14 de mayo se colectdé materia fecal de todos los machos de
ambos grupos (en contacto con o aislados fisicamente de hembras; ver seccion 5.1) en forma
semanal para medicion de testosterona. La materia fecal fue colectada inmediatamente de que
se observo la defecacion, fue almacenada en bolsas plasticas, identificada y refrigerada a -20
°C hasta su procesamiento. A partir de cada muestra se realizd una extraccion de testosterona
en materia fecal mediante la técnica de doble extraccion hormonal descrita previamente (ver
Estudio 11), y la medicion de testosterona mediante RIA 21 de fase sélida (Coat-A-Count
TKTT, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU). Los coeficientes de variacion intraensayo fueron
5,7y 7,5 % para controles altos y bajos respectivamente, y el limite de deteccion fue 7,49
ng/dL. A partir de la concentracion obtenida en 0,25 mg de materia fecal, se calculd la
concentracion por gramo de la misma (ng/g). Debido a que hubo un desperfecto eléctrico en
la ECFA las muestras colectadas entre el 4 de febrero y el 17 de abril, permanecieron

descongeladas por varias semanas, por lo que fueron descartadas.

8.3.2 Manejo anestésico

Los animales fueron capturados segln la técnica descrita por Fumagalli et al. (2012).
Sintéticamente, se les dispar6 un dardo (Telinject, California, EEUU), cargado con 1,6 mg/kg
de ketamina al 5% (Vetanarcol, Laboratorios Konig, Buenos Aires, Argentina), 0,2 mg/kg de
xilacina al 10% (Sedomin, Laboratorios Konig, Buenos Aires, Argentina) y 0,013 mg/kg de
atropina al 1%o (Sulfato de Atropina, Laboratorio Ion, Montevideo, Uruguay) con una
cerbatana. Luego que los animales estuvieron bajo el efecto de la anestesia fueron trasladados
a la sala veterinaria, donde se realizo la extraccion de semen y la obtencion de la informacion
relacionada a las restantes variables consideradas. Los individuos permanecieron en decubito
lateral sobre una camilla, y sus signos vitales fueron controlados (frecuencia cardiaca,
respiratoria, pulso y saturacién sanguinea de oxigeno) durante toda la manipulacion. Ademas,
mediante un catéter colocado en la vena antebraquial se administrd solucion salina fisiologica

(0,9 % de cloruro de sodio) en forma continua mientas el animal permanecié en la sala
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veterinaria. Los animales fueron devueltos a su encierro una vez finalizada la toma de
muestras, donde se les administré 0,25 mg/kg de clorhidrato de yohimbina al 1 % por via
intravenosa (Reverse, Laboratorio Vetcross, Montevideo, Uruguay) para revertir el efecto

anestésico.

8.3.3 Morfometria

Estando el animal anestesiado y en decubito lateral se registr su peso corporal, y se
midié el perimetro de cuello. Se midié la circunferencia escrotal utilizando una cinta métrica,
y el largo, ancho y profundidad de cada testiculo se determindé mediante un calibre para
calcular el volumen de cada testiculo. EI volumen testicular fue calculado utilizando la
formula para un elipsoide (V= L/2 x A/2 x P/2 x 4n/3). A partir del volumen de cada testiculo
se calculé el volumen testicular total. El indice gonado-somatico fue calculado como la

relacion entre el volumen total de ambos testiculos y el peso corporal.

8.3.4 Color del pelaje

En abril se determind el color del pelaje utilizando un colorimetro (Minolta CR10,
Minolta Camera Co, Osaka 541, Jap6n), utilizando las mismas variables que para el color de
las astas (ver seccién 6.3.2). Se consideraron los siguientes 9 puntos del cuerpo: zona dorsal
(region de la cabeza entre las astas, entre ambas escapulas, limite torax-abdomen, y en la
grupa); lateral izquierdo (punto medio de la escapula, limite térax-abdomen, y punto medio

del muslo); y ventral (pecho, y ombligo).

8.3.5 Ecografia Testicular

En abril, se realizo ultrasonografia en modo B de ambos testiculos utilizando un
ecografo (Veterinary Ultrasound Scanner WED 9618v, Shenzhen Welld Medical Electronics
Co. Ltda., Shenzhen, China) equipado con una sonda de 7,5 Mhz. Se obtuvo una imagen de
ambos testiculos de cada macho. Dichas imagenes ecograficas fueron almacenadas, y
posteriormente analizadas utilizando un software (Image Proplus 3.01, Media Cybernetics,
EEUU) para cuantificar los pixeles. En cada imagen se midieron seis puntos de 0,5 cm de
didmetro, tres por encima y tres por debajo del mediastino testicular, denominandolos
correlativamente del 1 al 6 (de izquierda a derecha y de arriba abajo) (Figura 6). Los puntos
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fueron ubicados a una distancia similar entre ellos, intentando cubrir un area representativa

del total de la superficie testicular observada en la imagen.

Figura 6. Ecografia de un testiculo de macho de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus).
Los circulos corresponden a ejemplos de los lugares utilizados para medir la intensidad de

pixeles.

8.3.6 Electroeyaculacion

La obtencion de semen fue realizada en dos ocasiones utilizando un electroeyaculador
(noviembre: P-T Electronic, modelo 303, Oregon, EEUU; abril: Fuhijira Industry, Tokyo,
Japdn) equipado con un vastago (noviembre: 24 x 1,5 cm con 4 electrodos longitudinales de 4
cm de largo; abril: 30 x 1,5 cm con 4 electrodos circulares de 1 cm de ancho). La
estimulacion eléctrica consistié en 10 pulsos de 3-5 segundos de duracion para cada voltaje,
comenzando en 1 v y aumentando en forma creciente hasta un maximo de 4 v. En cada caso,
el voltaje en que comenzd la eyaculacion fue registrado, lo que fue considerado como la

sensibilidad a la electroeyaculacion.
8.3.7 Evaluacion seminal

Se obtuvo semen de todos los machos de ambos grupos en noviembre y abril. Se
determiné el volumen eyaculado mediante una micropipeta (Gilson P5000, Valle del Oise,

Francia). Se evalud la calidad seminal (escala de 1-5), el porcentaje de espermatozoides
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motiles y el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva utilizando un
microscopio optico con contraste de fase a 400x (Nikon Eclipse E200, Shanghai, China)
(Evans & Maxwell, 1990). Se determind la concentracion espermatica (espermatozoides/mL),
el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal y el porcentaje de espermatozoides
con integridad acrosomica (clasificandolo en integro, dafiado y perdido) en muestras de 5 puL
de semen fijadas con 45 pL de glutaraldehido % 2 con buffer cacodilato % 2 (Noakes et al.,
2001). Por otra parte, se determind el porcentaje de espermatozoides con funcionalidad de
membrana normal utilizando 10 pL de semen, que fue evaluado a los 15 y 30 min de agregar
100 pL de solucion HOS (Jeyendran et al., 1984). A partir de la concentracion y el volumen
de semen eyaculado fue calculado el total de espermatozoides en el eyaculado. En base a éste
altimo, se calcul6 el total de espermatozoides mdtiles, total de espermatozoides motiles
progresivos, total de espermatozoides normales, total de espermatozoides con acrosoma

normal, y total de espermatozoides con funcionalidad de membrana normal a los 15 y 30 min.

Dado que los diluyentes de semen pueden provocar alteraciones morfoldgicas y
funcionales en el espermatozoide (Paulenz et al., 2002; Fernandez-Santos et al., 2006), los
mismos fueron utilizados como una forma indirecta de evaluar la resistencia espermatica.
Para ello se adicion6 un diluyente diferente en ambos periodo de extraccion: en noviembre
FTG (Fructosa-Tris-Glicina) con el agregado de % 5 de glicerol y % 20 de yema de huevo, y
en abril AndroMed (Minitib GmbH & Co, Tiefenbach, Alemania). Luego de agregado el
diluyente, el semen fue mantenido en bafio maria a 37°C durante aproximadamente 30 min
para su estabilizacién, siendo evaluada posteriormente la calidad seminal, el porcentaje de
espermatozoides motiles, porcentaje de espermatozoides normales, porcentaje de

espermatozoides motiles progresivos, e integridad acrosémica.

8.3.8 Andlisis estadistico

Se testd la normalidad de los datos correspondientes a cada variable considerada,
comparando luego los datos de machos con o sin hembras. El voltaje en que ocurri6 la
eyaculacion, y las siguientes variables seminales fueron normalizadas a partir de una
transformacion logaritmica: total de espermatozoides eyaculados, total de espermatozoides
motiles, total de espermatozoides motiles progresivos, total de espermatozoides normales,
total de espermatozoides con acrosoma normal, dafiado y perdido, total de espermatozoides
con funcionalidad de membrana normal a los 15 y 30 minutos, porcentaje de espermatozoides
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con acrosoma normal y porcentaje de espermatozoides normales (FTG 20 % yema de huevo).
Las variables seminales, morfoldgicas, voltaje de eyaculacion, color del pelaje y nimero de
pixeles registrados por ecografia en cada uno de los seis puntos de ambos testiculos fueron
comparadas mediante test t de student. La curva de concentracion de testosterona, y el
intervalo de tiempo en que se supondria que podria haber mayores diferencias (periodo en
que la concentracion de testosterona aumenta: 30 de diciembre al 29 de enero), fueron
comparados por ANOVA para mediciones repetidas. Todas las variables se presentan como
media + EE.
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8.4 Resultados

8.4.1 Testosterona fecal

La concentracion de testosterona fecal varid a lo largo del tiempo (p< 0,0001),
tendiendo ademés a ser mayor en machos en contacto con hembras que en machos alojados
solos (p= 0,07; Figura 7). Por otra parte, durante el periodo en que se previd que las
concentraciones de testosterona se encontrarian aumentando —entre el 30 de diciembre y el 29
de enero—, los machos con hembras presentaron mayores concentraciones de testosterona
fecal que los machos solos (p=0,04).

120 +
ER

100

(0]
o

IN
o

Testosterona fecal (ng/g)
(o))
o

N
o

0

01/10 01/11 01/12 01/01 01/02 0
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Figura 7. Concentracion de testosterona en materia fecal, colectada semanalmente (1 de
octubre-4 de febrero y 17 de abril-14 de mayo) a partir de machos de venado de campo
(Ozotoceros bezoarticus) en semicautiverio, alojados con (—) o sin (---) hembras.

Expresado como ng/g de materia fecal (media £ EE). ER corresponde a la estacion
reproductiva. * corresponde al periodo en que se observaron diferencias entre grupos (p<
0,05).
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8.4.2 Morfometria

No se observaron diferencias en ninguna de las variables morfoldgicas consideradas,
siendo el promedio general en noviembre y abril: peso corporal (27,6 + 0,8 kgy 26,2 + 1,2 kg
respectivamente), perimetro de cuello (35,2 + 1,0 cm y 39,8 = 1,4 cm respectivamente),
circunferencia escrotal (10,6 + 0,3 cm y 12,8 = 0,5 cm respectivamente), volumen testicular
(6,3+0,5cm®y 9,9 + 0,6 cm® respectivamente), e indice gonado-somatico (0,23 + 0,02 y 0,38
+ 0,03 respectivamente).

8.4.3 Color del pelaje

La coloracién del pelaje de machos alojados con y sin hembras se presenta en la Tabla
3. Los machos alojados con hembras presentaron mas blanco y amarillo en la zona de la
cabeza entre las astas (mayor L*; p= 0,04 y mayor b*; p= 0,03 respectivamente), y mas
amarillo en la zona dorsal del limite térax-abdomen (mayor b*; p= 0,04), de la grupa (p=
0,004), y punto medio del muslo (p= 0,04). Por otra parte los machos sin contacto directo con
hembras presentaron la zona dorsal del limite torax-abdomen y de la grupa mas rojizo (mayor
a*; p= 0,05 y 0,01 respectivamente) que los machos alojados con hembras. Ademas, la zona
lateral del limite torax-abdomen tendi6 a ser mas roja (mayor a*; p= 0,09) y la zona ventral
del pecho més blanca (mayor L*; p= 0,06) y rojiza (mayor a*; p= 0,07) que los machos con

hembras.
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Tabla 3. Medidas de los parametros de color L*, a* y b* segln las recomendaciones de CIE

(1976) en la zona dorsal, lateral y ventral del cuerpo de machos de venado de campo

(Ozotoceros bezoarticus) que estuvieron en contacto permanente con hembras o aislados

fisicamente de ellas (media + EE).

Parametro Contacto con Aislados de

de color Zona medida hembras hembras p

L* Zona entre las astas 36,02 + 1,60 31,57+£0,71 0,04
Entre ambas escapulas 37,54 £ 0,59 36,45 + 2,08 ns
Dorsal del limite térax-abdomen 38,56 +2,11 36,45+ 2,21 ns
Dorsal de la grupa 38,60 + 1,26 35,45+ 2,24 ns
Punto medio de la escapula 51,48 + 0,85 50,90 + 1,06 ns
Lateral del limite térax-abdomen 53,72 £ 2,74 54,45 + 1,33 ns
Punto medio del muslo 52,82 £ 0,94 54,08 = 2,25 ns
Ventral del pecho 78,72+ 4,84 88,02 + 1,64 0,06
Ombligo 88,00 + 2,39 92,05+ 0,83 ns

a* Zona entre las astas 2,67 %233 6,13 +0,23 ns
Entre ambas escapulas 580,61 6,7 +0,34 ns
Dorsal del limite térax-abdomen 3,04 +0,58 452+0,5 0,05
Dorsal de la grupa 2,74 +0,52 4,82+0,17 0,01
Punto medio de la escapula 5,80 £0,61 6,75+0,34 ns
Lateral del limite torax-abdomen 7,02 +0,45 7,80+0,29 0,09
Punto medio del muslo 6,16 £ 0,67 7,25+ 0,54 ns
Ventral del pecho 13,39+£1,73 16.57 £ 0,34 0,07
Ombligo 17,46 £ 0,37 17,95 + 0,09 ns

b* Zona entre las astas 17,65+ 1,73 12,17 +0,11 0,03
Entre ambas escapulas 20,60 + 1,08 18,58 + 1,68 ns
Dorsal del limite térax-abdomen 21,16 £1,05 18,20 £ 1,05 0,04
Dorsal de la grupa 23,08 + 1,25 16,50 + 1,22 0,004
Punto medio de la escapula 21,34+1,18 19,15 + 1,67 ns
Lateral del limite térax-abdomen 20,62 £1,49 19,52 £ 0,62 ns
Punto medio del muslo 23,94 +1,28 21,20 + 0,50 0,04
Ventral del pecho 16,75+ 1,85 1452 + 1,21 ns
Ombligo 12,54 £ 1,47 12,80 £ 0,29 ns
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8.4.4 Ecografia testicular

El testiculo derecho de los machos en contacto permanente con hembras presentd
mayor intensidad de pixeles -méas blanco- que el testiculo derecho de machos aislados en el
punto 1 (132,0 + 14,1 vs 102,0 + 7,7 pixeles; p= 0,05), y una tendencia a ello en los puntos 2
(131,9 £ 13,4 vs 104,0 £ 6,2 pixeles; p= 0,06), 3 (127,2 + 9,4 vs 100,7 = 7,4 pixeles; p=
0,07), y 4 (127,9 £ 10,7 vs 105,6 = 7,6 pixeles; p= 0,09). La intensidad de pixeles de los 6
puntos medidos en el testiculo izquierdo no fue diferente entre machos alojados con o sin
hembras: 1 (125,8 £ 6,5 pixeles), 2 (123,2 £+ 4,9 pixeles), 3 (125,4 £ 6,8 pixeles), 4 (113,9 +
10,7 pixeles), 5 (126,1 + 17,1 pixeles), y 6 (140,4 + 14,9 pixeles).

8.4.5 Momento de eyaculacion

El voltaje en que ocurrié la eyaculacion noviembre y abril no fue diferente entre
machos en contacto o aislados fisicamente de hembras (1,8 + 0,4 volts y 2,2 + 0,3 volts

respectivamente).
8.4.6 Semen

En noviembre, los machos alojados con hembras presentaron mejor calidad seminal
(4,0 £ 0,3 vs 3,1 + 0,3; p= 0,03), y mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (58,0 + 9,0 vs 31,4 + 6,2 %; p= 0,02) que los machos alojados solos. Ademas, el
porcentaje de espermatozoides motiles tendié a ser mayor en los machos alojados con
hembras (72,0 £ 6,6 vs 57,7 £ 8,0 %; p= 0,10). Las restantes variables consideradas no fueron
diferentes entre ambas grupos: concentracion (210,3 + 81,9 x 10° espermatozoides/ml), total
de espermatozoides eyaculados (98,3 + 45,9 x 10° espermatozoides), total de espermatozoides
métiles (67,8 + 33,3 x 10° espermatozoides), total de espermatozoides métiles progresivos
(51,1 + 24,9 x 10° espermatozoides), porcentaje y total de espermatozoides normales (21,9 +
29 % y 26,0 + 13,0 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de
espermatozoides con funcionalidad de membrana normal evaluada a los 15 min (72,9 + 2,7 %
y 76,1 + 38,0 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de espermatozoides
con funcionalidad de membrana normal evaluada a los 30 min (73,7 + 2,8 % y 76,0 = 37,5 X

10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de espermatozoides con acrosoma
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normal (69,6 + 3,2 % y 71,0 + 31,7 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y
total de espermatozoides con acrosoma dafiad (25,7 + 29 % y 214 + 112 x 10°
espermatozoides respectivamente), y porcentaje y total de espermatozoides con acrosoma
perdido (4,6 + 0,6 % y 5,8 + 3,7 x 10° espermatozoides respectivamente).

Por otra parte, el semen de machos alojados con hembras, luego de ser expuesto al
diluyente FTG con 20 % de yema de huevo, presenté mayor calidad (p= 0,04), porcentaje de
espermatozoides métiles (p= 0,04), porcentaje de espermatozoides motiles progresivos (p=
0,01), y porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal (p= 0,03; Tabla 4) que el de
machos solos. Ademas, los machos alojados solos presentaron mayor porcentaje de
espermatozoides con acrosoma dafiado (p= 0,04) y tendieron a presentar mayor porcentaje de
espermatozoides con acrosoma perdido (p=0,09; Tabla 4).

Durante abril no existieron diferencias entre grupos en ninguna de las variables
evaluadas: calidad (3,1 + 0,3), concentracion (670,9 + 201,6 x 10° espermatozoides/ml), total
de espermatozoides eyaculados (321,9 + 118,6 x 10° espermatozoides), porcentaje y total de
espermatozoides métiles (64,4 + 63 % y 2298 + 994 x 10° espermatozoides
respectivamente), porcentaje y total de espermatozoides métiles progresivos (52,0 + 6,2 % y
197,3 + 89,7 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de espermatozoides
normales (36,6 + 3,3 % y 131,4 + 61,5 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y
total de espermatozoides con funcionalidad de membrana normal evaluada a los 15 min (89,3
+ 1,6 % y 2756 + 955 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de
espermatozoides con funcionalidad de membrana normal evaluada a los 30 min (88,5 + 1,6 %
y 290,1 + 102,7 x 10° espermatozoides respectivamente), porcentaje y total de
espermatozoides con acrosoma normal (77,4 + 1,9 % y 131,4 + 61,5 x 10° espermatozoides
respectivamente), porcentaje y total de espermatozoides con acrosoma dafiado (21,7 £ 1,7 %
y 721 + 316 x 10° espermatozoides respectivamente) y porcentaje y total de
espermatozoides con acrosoma perdido (0,9 + 0,3 % y 4,2 + 1,7 x 10° espermatozoides

respectivamente).
Luego de agregar el diluyente Andromed, el semen de machos con hembras presentd

mayor porcentaje de acrosomas dafiados (p= 0,04; Tabla 4). Por otra parte, el semen de

machos solos tendié a poseer mayor porcentaje de acrosomas normales (p= 0,07; Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas seminales de machos de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus)

que se encontraban alojados con o sin contacto fisico con hembras, luego de utilizar los

diluyentes Fructosa-Tris-Glicina (FTG) con 20 % de yema de huevo y AndroMed.

Valores expresados como media + EE.

Diluyente Parametro Contacto Aislado de

y con hembras hembras P

FTG 20 % yema Calidad

de huevo (1-5) 3,5+0,3 25+0,3 0,04
Motiles (%) 66,0+ 7,5 43,3+8,3 0,04
Motiles Progresivos (%) 50,0+9,5 20,0+7,2 0,01
Normales (%) 254+£99 30,3+£5,0 ns
Acrosomas integros (%) 71,0+ 3,6 62,2+25 0,03
Acrosomas dafiados (%) 24,4+ 3,6 325+22 0,04
Acrosomas perdidos (%) 3,8+0,9 53%0,7 0,09

AndroMed ?ﬁg?ad 25+0,2 25+0,5 ns
Motiles (%) 52,0+49 50,2 +8,7 ns
Motiles Progresivos (%) 416 +27 42,2 +89 ns
Normales (%) 38,4+9,6 40075 ns
Acrosomas integros (%) 726+4.2 812+25 0,07
Acrosomas dafiados (%) 252 +3,2 171+272 0,04
Acrosomas perdidos (%) 22+11 1,4+0,6 ns
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8.5 Discusion

Se confirma la hipdtesis de que el contacto crénico con hembras estimula la
actividad reproductiva de machos de venado de campo. Méas aln, pese al bajo nimero de
animales que fue posible utilizar, la mayor parte de las variables reproductivas registradas
reflejaron este efecto. Ello implicé que los machos en contacto con hembras tuvieran mayor
produccién de testosterona, mejores caracteristicas seminales, mayor proporcion de
parénquima testicular y diferente coloracion del pelaje que los machos alojados aislados de
hembras. Estos resultados coinciden con que durante la estacion reproductiva, carneros
adultos que permanecen con hembras poseen testiculos mas grandes, mayores
concentraciones de testosterona, y despliegan mayor comportamiento sexual y agresivo que
aquellos alojados sélo con otros machos (lllius et al., 1976). Aungue debido a las condiciones
en que se realizo el trabajo no fue posible medirlo, las diferencias observadas en la
concentracion de testosterona entre ambos grupos probablemente se vinculen con un aumento
en la frecuencia y concentracion de LH que inducen las hembras (Gonzalez et al., 1988a;
1989; Ungerfeld & Silva, 2004). Probablemente la mayor produccion de testosterona de los
machos alojados con hembras favorecid un mayor desarrollo del parénquima testicular, y de
la espermatogénesis (Haigh et al., 1984; Blottner et al., 1996), todo lo que llevé a que
presentaran mejores caracteristicas seminales. En este sentido, el contacto directo con
hembras generé una respuesta enddcrina de los machos, lo que probablemente afectd las

caracteristicas morfoldgicas y fisiol6gicas de los mismos.

Dado que la distancia entre el encierro en que se alojaban los machos solos y el mas
cercano en que se alojaban hembras fue de unos pocos metros, probablemente estos machos
igual fueron estimulados por sefiales visuales, quimicas y auditivas provenientes de las
hembras. Pese a ello existieron diferencias entre ambos grupos de machos, por lo que estas
sefiales no sustituyeron al estimulo producido por el contacto directo. En vida libre el venado
de campo forma grupos de aproximadamente 7 individuos, con una relacion de machos y
hembras de 0,61, y con un sistema de apareamiento sugerido de tipo poliginico (Cosse,
2010). Aunque los grupos cuentan con varios machos, quizas solo los de alto rango jerarquico
acceden a las hembras (Cosse, 2010). Si esto ocurriera, podria existir diferente intensidad de

contacto fisico con las hembras entre los machos de un grupo. En ese caso, los machos de
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venado de campo en vida libre podrian presentar diferencias reproductivas similares a las

observadas en el presente trabajo.

El estimulo de la presencia de hembras determiné que al inicio de la estacion
reproductiva —noviembre—, los machos presentaran globalmente mejores caracteristicas
reproductivas. Mas adelante, durante la estacion reproductiva los machos alojados con
hembras presentaron mayores concentraciones de testosterona fecal. En abril las diferencias a
favor de los machos en contacto con hembras fueron més sutiles que en noviembre. Esto
podria deberse a que a lo largo del periodo noviembre-abril la proporcién de hembras
ciclando probablemente fue disminuyendo debido a que muchas de ellas hubieran quedado
prefiadas. Esto habria determinado una disminucién de la intensidad de las sefiales
estimulatorias por parte de las hembras, lo que habria redundado en la disminucion de la

intensidad de los efectos de la presencia de las hembras a lo largo de la estacion reproductiva.

La estimulacion producida por la presencia de hembras indujo a los machos a
producir mejores caracteristicas seminales en el periodo previo a la estacién reproductiva,
adelantandose asi al momento en que probablemente ocurren la mayor proporcién de cépulas
(Morales-Pifieyrta, 2010). Si bien la concentracion de testosterona en ese periodo no difirié
entre grupos, el pequefio nimero de individuos utilizados no permite descartar que existieran
diferencias y que éstas no fueran detectadas. Ademas, pequefios cambios en la concentracion
de testosterona son capaces de producir cambios importantes en la produccion espermatica
(Sun et al., 1990). Las diferencias seminales observadas en noviembre podrian relacionarse
con pequefas diferencias en la concentracion de testosterona de ambos grupos, las que mas
adelante alcanzaron significancia estadistica. Por otra parte en abril no se observaron
diferencias seminales entre grupos. Sin embargo estas muestras fueron obtenidas luego del
periodo de mayor actividad sexual de los machos, lo que podria haber producido una

deplecion seminal. Por lo tanto estos resultados deben ser considerados con cautela.

En este trabajo se describid por primera vez la ecogenicidad testicular de machos
de venado de campo, la que fue algo menor que la de carneros adultos en estacion
reproductiva (Ungerfeld & Fila, 2011a). El contacto directo con hembras produjo cambios en
la estructura del testiculo, lo que se evidencio en la ecogenicidad testicular de los machos de
venado de campo. Carneros expuestos durante 20 minutos a hembras en celo en forma aguda

disminuyeron en forma aguda su ecogenicidad testicular (Ungerfeld & Fila, 2011b), lo que se
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asocia con un aumento de liquido en el testiculo (Ungerfeld & Fila, 2011a). Por otra parte, la
concentracion de testosterona se relaciona positivamente con el tamafio testicular de carneros
(Lincoln & Short, 1980), con cambios en las proporciones y nimero de células de la linea
germinal, lo que resulta en un aumento del grosor de la pared de los tubulos seminiferos
(Lincoln, 1971; Loudon & Curlewis, 1988). Ya que la estimulacion con hembras del presente
trabajo fue crénica, la mayor produccién de testosterona podria haber estimulado la
espermatogénesis, resultando en un mayor nimero de células, un menor diametro de la luz de
los tubulos, y una menor proporcién de liquido en los testiculos de machos de venado de
campo. Esto podria explicar las diferencias observadas en la ecogenicidad testicular de ambos
grupos de machos. Estas diferencias fueron observadas en abril, incluso cuando
probablemente gran parte de las montas ya ocurrieron (Morales-Pifieyrua, 2010). En este
sentido, la diferente ecogenicidad testicular observada apoyaria la idea de que, aunque no
fueron detectadas, en abril hubieran podido existir diferencias seminales entre grupos si no se
hubiera permitido la monta. Por lo tanto, las diferencias observadas en la estructura testicular
en abril y en el semen obtenido en noviembre podrian indicar que tanto al inicio como al final
de la estacion reproductiva existieran diferencias en la reproduccion entre machos alojados

con o sin hembras.

Coincidentemente con las otras caracteristicas mencionadas anteriormente, la
presencia permanente de hembras estimulé cambios en coloracion del pelaje de los machos
constatada a través de una medicion objetiva. En forma sintética, se puede afirmar que el
pelaje de machos alojados con hembras fue mas amarillento (mayor b*), mientras que el de
machos sin contacto directo con estas fue mas rojizo (mayor a*). Sin embargo, no es posible
afirmar que el pelaje de los machos alojados con hembras fue mas oscuro (menor L*). La
actividad melanogénica y de las glandulas cutaneas es altamente influida por la testosterona
(Ebling, 1972; Atkeson & Marchinton, 1982; Bubenik & Bubenik, 1985). Por otra parte, el
oscurecimiento del pelaje de machos de ciervos y otros artiodactilos ha sido interpretado
como una sefal visual para demostrar su capacidad reproductiva (Bubenik & Bubenik, 1985;
Caro, 2005). En este sentido, los machos de antilope puku (Kobus vardoni) con el pelaje del
cuello mas oscuro son preferidos por las hembras para reproducirse (Balmford et al., 1992).
En venado de campo no se observan cambios claros en la coloracion del pelaje como ocurre
en otros ciervos (Bubenik & Bubenik, 1985). Sin embargo, las diferencias observadas en la

coloracion de los machos del presente trabajo podrian vincularse con las diferencias en la

75



concentracion de testosterona. En funcion de esto resulta interesante especular que estos

cambios de coloracion podrian constituir una sefial visual dirigida hacia las hembras.

Al desafiar el semen con un diluyente fue posible observar otras diferencias no
detectadas en el semen fresco. En noviembre, al usar un diluyente con 20 % de yema de
huevo, se observo una mayor integridad acrosémica en los machos alojados con hembras. En
ciervo rojo se reportd una menor integridad acrosomica cuando se utilizaron diluyentes
conteniendo yema de huevo en comparacién con otros sin este agregado (Ferndndez-Santos et
al., 2006). La yema de huevo, ampliamente utilizada en diluyentes de semen por su efecto
crioprotector, induce sin embargo la capacitacion espermatica (ljaz et al., 1989) y una
desestabilizacion de la membrana acrosomica, resultando en un mayor numero de
espermatozoides con acrosomas dafiados (Watson y Martin, 1973; Aboagla & Terada, 2004).
Por lo tanto, la menor reduccién de la integridad acrosémica observada en el semen de
machos con hembras podria vincularse con una mayor resistencia de la membrana

acrosomica de los espermatozoides de estos machos.

Por otra parte en abril, y pese a que el diluyente utilizado no contenia yema de huevo,
los machos alojados solos presentaron mayor integridad acrosémica. Considerando que el
periodo de mayor cantidad de celos de las hembras de venado de campo es de febrero a mayo
(Morales-Pifieyrda, 2010), probablemente en abril ya ocurrieron numerosas montas. El
porcentaje de espermatozoides anormales en el eyaculado de carneros aumenta como
consecuencia de una mayor frecuencia de eyaculaciones (Kaya et al., 2002). En este sentido,
un menor tiempo de permanencia de los espermatozoides en el epididimo debido a una alta
frecuencia de montas de los machos con hembras podria reducir el porcentaje de
espermatozoides con acrosomas normales en el eyaculado. Esto también podria explicar por
qué no se mantuvieron las diferencias en la integridad acrosdmica entre grupos observadas en

noviembre.

Ninguna de las medidas testiculares y corporales consideradas fue diferente entre
grupos en ninguno de los periodos de muestreo. Las mismas estuvieron dentro de los rangos
reportados previamente en machos de la ECFA durante el mismo periodo del afio (Ungerfeld
et al.,, 2011), aunque fueron algo menores que las descritas en poblaciones silvestres
(Jackson, 1987). Los ciervos con un alto grado de poliginia poseen gran dimorfismo sexual,

siendo los machos fuertemente seleccionados a favor de poseer un gran tamafio corporal, y de
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las astas (Clutton-Brock et al., 1982). Ademas, en especies en que las hembras copulan con
varios machos, estos poseen mayor tamario testicular y eyaculan un volumen de semen
mayor, como una estrategia de competencia espermaética (cervidos: Clutton-Brock et al.,
1982; primates: Harvey & Harcourt, 1984). Este tipo de estrategias serian poco frecuentes en
las especies de ciervos en que los machos montan guardia a una hembra en celo por varios
dias, evitando asi la monta de otro macho (Clutton-Brock et al., 1982). Este comportamiento
ha sido descrito en venado de campo (Morales-Pifieyria, 2010), siendo que el sistema de
apareamiento predominante es poliginico, formando pequefios grupos mixtos (Cosse, 2010).
Esto coincide ademas con un reducido dimorfismo sexual, pequefio tamafio corporal,
testicular, volumen eyaculado, y pequefio tamafio y complejidad de las astas del venado de
campo. En sintesis, la ausencia de diferencias morfométricas halladas en este trabajo podria
relacionarse con que los machos de venado de campo son poco seleccionados a favor de
desarrollar gran tamafio corporal, y testicular, lo que limitaria su capacidad de respuesta

frente a estimulos sociales como la presencia de hembras.

Las diferencias en la ecogenicidad testicular entre ambos grupos fueron observadas
s6lo en el testiculo derecho. A partir de estudios anatébmicos del tracto reproductivo de
machos y hembras del venado de campo, Pérez (2012) determin6 que los testiculos derechos
son de mayor tamafio que los izquierdos. Ademas, este autor observo que el ovario derecho
de las hembras tiende a pesar mas que el izquierdo, y el cuerpo luteo siempre se encontrd del
lado derecho. En ovejas se reportd una mayor frecuencia de ovulacion del ovario derecho
(Casida et al., 1966), y de gestacién en el cuerno derecho (Erdheim, 1942; Settergreen &
Galloway, 1965). Incluso en humanos la frecuencia de ovulacion es mayor del lado derecho,
y los ovocitos provenientes de este ovario poseen mayor fertilidad potencial que los del
ovario izquierdo (Fukuda et al.,, 2000). Por tanto, que las diferencias ecogréaficos
determinadas en el presente trabajo hayan sido observadas solamente en el testiculo derecho
podria relacionarse con una mayor actividad de este testiculo. Aunque sin una explicacion
funcional para estas diferencias, resulta interesante resaltar la coincidencia entre ambos sexos

y entre diferentes especies.
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8.6 Conclusiones

e EIl contacto directo con hembras estimuld la actividad reproductiva de machos de

venado de campo.

e Ello se reflejé en un aumento de la produccién de testosterona durante el periodo de
mayores concentraciones hormonales, una mejora de las caracteristicas seminales
previo a la estacion reproductiva, una mayor proporcion de paréngquima testicular, y una
coloracion del pelaje mas amarillento en varias regiones del cuerpo de machos de

venado de campo.

e Las caracteristicas morfologicas y la sensibilidad de respuesta a la electroeyaculacion

de los machos no fue modificado por el contacto con hembras.
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9. Discusion general

Se determind que la presencia de hembras promovio el desarrollo y un aumento en la
intensidad del color de las astas (Estudio 1), lo que probablemente se vincule con la mayor
concentracion de testosterona observada en estos animales (Estudio 111). Ademas, el efecto de
una mayor concentracion de testosterona durante un periodo prolongado se reflejé en una
mayor proporcién de parénquima testicular, la que desafortunadamente sélo fue determinada
en abril, al final de la estacion reproductiva. Sin embargo, las mejores caracteristicas
seminales de los machos con hembras al principio de la estacion reproductiva podrian sugerir
que estas diferencias en la estructura testicular también existieron en ese momento. Malo et
al. (2005) determinaron que el tamafio y complejidad de las astas de machos de ciervo rojo
constituye una sefial honesta del tamafio testicular, la produccién seminal, y la velocidad
espermética. En este sentido, machos con astas de mayor tamafio y complejidad producirian
semen con mejores condiciones para competir dentro del tracto reproductivo femenino con el
de otros machos, y serian capaces de evitar la deplecion seminal producida por las sucesivas
montas a lo largo de la estacion reproductiva (Malo et al., 2005). Segun los autores, las
hembras podrian seleccionar los machos con astas de mayor tamafio y complejidad como una
forma indirecta de seleccionar mejores condiciones reproductivas. A partir de esto, resulta
interesante especular con que exista una vinculacién similar a la descrita en ciervo rojo entre
las diferencias observadas en las astas (Estudio I) y las mejores caracteristicas seminales
(Estudio I1I). Sin embargo, debe considerarse que las astas de ciervo rojo son un caso
extremo del tamafio de caracteristicas sexuales secundarias, mientras que las astas de venado

de campo son estructuras proporcionalmente mas pequerias.

La mayor parte de la informacion sobre el “efecto hembra” en rumiantes describe
efectos agudos de la exposicion a hembras, como aumentos en las concentraciones de
hormonas reproductivas (lllius et al., 1976; Gonzalez et al., 1988a; b). Sin embargo,
diferencias observadas en este trabajo involucran estructuras de lento desarrollo
(espermatogenesis, estructura de las astas), lo que indicaria que el alojamiento permanente
con hembras constituyé un estimulo cronico y sostenido en el tiempo sobre la reproduccion
de los machos de venado de campo. Por lo tanto, este estimulo resulté en que los machos que
estuvieron en contacto directo con hembras, alcanzaran la estacion reproductiva con mejores

caracteristicas reproductivas.
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Es interesante destacar que, la disposicion de los encierros en que se encontraban los
animales no impidio que los machos alojados solos recibieran estimulos auditivos, visuales y
olfativos de las hembras. El estimulo de observar a un macho montando una hembra es
suficiente para que un carnero presente una respuesta endécrina (Yarney & Sanford, 1983).
Sin embargo, otros trabajos afirman que una separacién de 30 cm de las hembras seria
suficiente para que los machos no presenten una respuesta enddcrina (Gonzélez et al., 1988b).
En el presente trabajo, no es posible descartar que la reproduccion de los machos alojados
solos no fue estimulada por la presencia de hembras. Sin embargo, ya que igual los machos
alojados con hembras presentaron mejores caracteristicas reproductivas, y considerando el
bajo numero de animales utilizado, es posible afirmar que el contacto directo con hembras es
un estimulo de suficiente intensidad como para no ser compensado por las otras vias de

comunicacion.
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10. Conclusiones generales

El contacto directo con hembras estimuld que machos de venado de campo
desarrollaran astas mas pesadas, de mayor tamafio, mas oscuras, y posiblemente retrasé

su fecha de caida.

La presencia de hembras estimulé una mayor produccién de testosterona, mayor
proporcion de parénquima testicular, mejoré la calidad seminal, y produjo un pelaje

mas amarillento.

Se comprobd que mediante una técnica de doble extraccion de hormonas en materia
fecal es posible extraer una cantidad mayor a la obtenida mediante una unica
extraccion. Sin embargo ésta Ultima permitié predecir con alta probabilidad la

concentracion final de la doble extraccion.
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12. Anexo

Female effect on antlers of pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus)

R. Ungerfeld, J.P. Damian, M. Villagran, and S.X. Gonzalez-Pensado

Abstraet: Sixc and bone mincealization of dece astlers arc relaxd w0 cswskmne conceatrations, and antler cast is ob-
scrved after withdrawal of testosscrone concentmtion. Our objectives were to determine if (1) conmet with hinds stimulates
antler developmeat and incrcascs hard naticr period length in pampas deer {Ozatovenss bezoarticus (L., 1758)) and (i) ant-
krs from maks that were or were nol in contact with hinds differ in colour, While 5 males were in brocding paddocks
comsmsting of | adwlt stag and 5-10 hinds, the other & makes were ollocated as a single-male group. We collected, weighed,
and measured the volume, cirvumfercnces, and leagths of andess, amd dewmmincd their colour. Fist ander cast woaded
be laicr in males in conmet with females thas those in the sisgk-malc group. Antler mass and volume were greaicre in snt-
ks from maks in coatact with females. Circumfcrcace at the busc of fiest ned sccond tincs was also greascr in antlers col-
kcted from males in contact with females. Surfuces of antlens from these males were darker than thosc of anticrs from
males that remaiocd isokated from females in all points, Hind contsct stimulated male p decr, increasing antler mass,
stze, and darkncss. as well as possibly Bard antler perod length,

13

Résume ; La tille ¢t la mincralsation osscuse des bois de corfs st on relation avee les concentrtions de festostcrone cf
ke chute des bos s"abscnve apres bocduction des concentiatons de katoatCone. Nos objectifs sont & decrmince (i) si k
coatact avee les biches stimuk le developpemeat des bois ¢t ulloage b période des bois durs cber Io corf des pampas
(Dzetexeros bezoarcricus (L., 1758)) ct (i) si ka coulcur des bois dos méles ca coatact avee les biches différc de cellec des
milcs sans contact. Alors que 5 miles sc trouvaicnt dans des onclos de reproduction conscnant chacun [ ccrf adulte <t 5-
10 biches, les awtres 6 males formaicat un scul gmupe cxclusif de miles. Nous avons recolte, pesc. mesere Ie volume, les
circonfcrences of kes longucwns dos bois ot determing leur couleur Lo premicre chute des bois a tendance i se farre plus
tantivement cher les miles en contact avee des femelles que cher coua qui Font partic du groupe oxclml de miles. Lex
bois des mdles ca coatact avee les fomelles ont use masse ot ua volume ples impormnts. La circonfércace au niveaw du
peemicr <t du sccond andowiller est aussi plus grunde dars les mmurcs des miles en contact avee ks femelles. Les surfaces
des bois de ces miles sont plus foncdes que celles des méles qui ont €€ constammcat isolés des femelkes. Le conmct avee
ks biches stimule les corfs des pumpas, avgmeate ka massc. la wille ¢t & colomtion fonede des bois ot prolonge peut-étre
Ia durce des bows durs.

[Tradust par la Rédaction]

Introduction

Reproductive processes are consequence of external envi.
ronmental signals and endogenous mechanisms of nevroen-
docrine regulation Socio-sexual sgnals interact with the
ncuroendocrine system and with other external signals stim-
ulating or inhibiting reproduction. Thus, the presenee or ab-
sence of other individeals or the social management has
strong influences on the reproductive status of animals. In
domestic ruminants (sheep, goats, und cattle), there are sev-
cral reports on the stimulating influcnce of males on femalke
reprodaction {for reviews see Ungerfeld 2007a, 20075). It
has also been rcported that when rams arc joincd with
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ewes, there is an increase in their luteinizing homone pulse
frequency and testosterone concentration {(Gonzdlez et al.
1988). Ungerfeld and Silva (2002) obscrved this increase
being maintained for several days Morcover, llius et al
(1976) reported a positive cffect of long-term presence of
ewes on rams. These authors reported that rams near ewes
had larger testes, greater testosterone concentrations, and
displayed more sexual and aggressive behaviours.

In deer, information regarding socio.sexual stimulus is
scarce. In red deer, it has been reported that the exposure of
females to stags determines an carlier attainment of puberty
(Fisher ct al. 1995), and an carlicr conception during the
breeding scason (Moore and Cowic 1986; McComb 1987)
Evidence related to positive cffects of males presence on fe-
male reproductive activity have also been reported in white-
tail deer (Odocoilens virginianus (Zimmermann, 1780);
Verme et al. 1987), fallow deer (Dama dama (L., 1758);
Komers ct al. 1999), Eld’s deer (Cervis cldii M'Clelland,
1842 | Hosack ct al. 1997, 1999) musk decr (Moschus
chryyogaster (Hodgson, 1839y, Green 1987), caribou or rein-
decr (Rangifer tarandus (L., 1758), Adams et al. 2001,
Shipka et al. 2002), and moose (Alces akes (L., 1758);
Whittle et al. 2000), On the other hand, female red deer
compete for access to males (Clutton-Brock et al, 1982) and
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Fig. 1. Dagram of the paddock size and distnbution of mak pam-
pos cdeer (Ozetonem bezoartcus), In paddocks A<t | male was
albocatcd with 5-10 females. In paddock F, 6 maks weee allocatcd
without dircot coatact with femakes.

more domnant females get pregnant carlicr and calve more
freguently than subordinate females (Clutton-Brock et al.
1986). This female—female competition may also be an im-
portant stimulus for male reproductive activity.

The pampas deer (Ozotacems bezoarticus (L., 1758)) is
distributed in open grasslands (pampas) across castern South
Amcrica, from 5'S to 41°S (Jackson and Langguth 1987)
However, habitat fragmentateon, asgriculture  development,
competiion with farmed antmals (Demaria ot al. 2004),
unregulated hunting (Jackson and Giulietti 1988), and trans-
mission of infectious discases (Junguis 1975-1976) have con-
fined animals 1o small isolated populations The species is
comsxlercd enitically endangered by the International Union
for the Conscrvation of Nuture uad Natural Resources (IUCN
2008), with only small populations reported in Argenting,
Brazil, and Uruguay. Based on cytogenctic, molecular (Gon-
zilez et al. 1998), and morphometric (Gonzdlez et al. 2002)
data, two subspecics endemic from Umguay (Gmfocers
bezoanticus arerungueensis (Salo; 31'65'S, 56"43'W) and
Owtoceros  bezoanticus  uraguawensis  (Rocha, 33458,
S4702'W)) have recently been identified. Semicapuve breed-
ing of animals from a population of O. b ar ringuaensis was
started in 1981 ot the Esacion de Cria de Fauna Autdctona
(BCFA; 34°3'S, S5'1I'W; altitude ~200 m), Pas dc Azscar,
Maldonado, Uruguay. This population is the largest caplive
population of pampas deer in the workl,

Matle decr present amnual antler cycles that are closely re-
lated to androgen concentration. Size and boac mincraliza-
tion are related to testosterone concentrations observed
before the rut period. On the other hand, nntler cost is ob-
served 2—4 wecks after withdrawal of testostcrone concen-

3

tration. Therefore, antler cycle and amtler charoctenistics
such as mass have been considered o wnigue indicator of
changes in estosterone secretion throughout the year (see
reviews in Bubenik 1990, 1991), and cas be wsed as an indi.
rect measure of gonadal changes in species that cannot be
casily manipulated such as pampas deer. The antler cycle in
pampas deer has been recently described in detail (Unger-
feld et al. 2008q). In adult males managed together with fe-
males, antler cast was consistently observed during the first
days of August ot the ECFA (natural photoperiod ranges
from 14 h light - 10 b dork in the summer to 10 b light :
14 h dark in the winter), Preliminary unpublished observa-
tions suggest that antlers from males in contact with females
are darker than those from males isolated from femaules In
other deer species, there s evidence that femule pheromones
prolong testosterome  secretion, influencing ander cycle
length (Bubenik and Bubenik 1986). Ouwr first objective was
to determine if contact with hinds stimulates antler develop-
ment and increases hard antler peried length, Our hypothesis
states that permancnt contact with females is associated with
am increase e antler size (mass and volume) and delays ant.
ler cost date. A second objective was to determine if antlers
from males that were or were not in contact with hinds dif-
fer in colonr. Our hypothesis states that antlers from males
in permancnt coatact with females are darker than those
from males isolated from females. Therefore, our predictioas
were that antlers casted from males in permanent contact
with females are heavier. bigger, and darker, and cast later
than those from males that were isolated from females,

Materials and methods

Animal management and antler collection

Breeding of pampas decr began at the ECFA in 1981, An-
mmals were organized in 5 brecding groups composed of |
adult stag and 5-10 hinds, which were together throughout
the year in 0.5-1 ha padocks. Each one of those paddocks
was in direct contact at least one other paddock (locations:
Figs 1A=IE). A group of 6 adult males was allocated con-
tmuously for 2 years in a single paddock with no dircet con-
tact with other paddocks (Fig. 1F). Brecding males were
randomly allocated 10 each group and remained with that
group from approximate | year prior to the beginning of
data collection until the completion of the project. All ani-
mals grazed native vegetation and were supplemented daily
with approximatcly 6X) g of dairy cow rationfdeer from
Monday to Saturday. Antler status was recorded  daily:
when we observed the absence of an antler on a stag. the
paddock was scarched, and the cast antler collected and
identificd.

Antler size and number of pearls

Antlers were weighed, volume was measured, and the fol-
lowing parameters based on Ungerfeld et al. (20085) for ant-
lers of pampas deer were measured: coronet circumference,
circumberence at the base of birst tne, Jength from antler
coronct to first tne bifurcation, length from antler coronct
1o first tinc tp, and number of pearls. Tines were considered
first, second, and third tines in an anterocaudal order. Num-
ber of pearls (2—10 mm exostosis on the antlers surface) was
counted in both antlers,
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Toble L. Circumforcaccs and lengihs in antders of pompas decr (Dootoceros bezoarticus) from males in pormancnt

coninct with females or molotcd from them.

Conmct with Isalowd from

I"HIIII“'I—I r’-lll‘ll—h "I-III:III-"\. f'
Circomforencs (om) Cornenct 6,540 2 f.H0 ] NS
Basc of First tine f. 2402 3740.2 D46
Base of the scooml tine 36202 4940.1 Dz
Base of the thirl ine 444002 LA [EE{RES
Lemgth femy From anter comnct io fimst tine bifarcaton 4,902 5402 0071
From antler coronet io sccond tiec hifuscation 15205 14507 M=
First tine 166204 [EX-TN] 0o
Scocond fine 15004 148809 M=
Thind tine 1324003 12302 MA

Nober Volues are meons + SE and M5 12 not sigmfcant.

Table 2 1%, o, ol & colanr mrametce memsored inade tbe comnet aed in five other poiat measred scoonding 1w ClE

1978} an antlers T male prampus ddeer {Rootoce g ez rfics) in permnment contacl witk females ar alaed Dom ibem,

Contnct with [solalcd from

Colour peramcicr Arca momsurcd femoles frmnlcs F

I~ Insicle the commner G+l 4 Bl.4xl.7 NS
Blicl-point from 1 comomct w0 the fist tec bifurcatan IR dh6xl 2 ol (A
Sccond bifurcation 43406 6.0l 0 a00s
First linc 370zl 0 51.51.3 <00
Scgond fing ITaxlz 31.5209 <
Third tins 3. B3 3.3zl 8 <l

T [nsicle the eomnet Ta+l s ESCET T NS
Mid-paint fiom the cosonct w0 the fist dec bifuncion i 4 40404 M5
Sceond bifurcation 3704 2.5+04 O 004
First tinc 3303 3E2D 4 M5
Sccond tine 1603 15a0.2 N5
Third tinc 4040.3 ER FILES NS

b= Insidde the commct X507 330l M5
Mid-pain: firom the cosenct & the fist tee bifurcaion 234205 27.720 4 =T
Sceond bifurcation 26.30.5 RLBCEC R M5
First tinc 236405 19.740.5 < (0
Sccond tinc 240407 19.240 5 <00
Third time 24502 29.240.7 <l 0ITHH

Mot ¥alnes are means & 5 amd M5 s not sigmficant. L7, valves of liziimess (from 10 Mackness © 100 whieness k. o, vadues of redness
{fmamn gren (nognbive value) o el [posative valuchlk, B2 wlees of ywelloeness (from blue dncgibve valuch o yellow (posstive valw)p

Antler enlnar

Colour was deternmined  with a2 colornmeter  {(Minolia
CR10, Minolta Camera Co, Osaka 541, Japan), and resulis
reported i accordance with the recommendations of the
Commission Internatiomale de I'Eclairage (CIE 1976k val-
ucs of lightncss (£%) (from 10 blackness o 10 whibceoss ),
redneas (o) (from Hreon I:uc_naliw: valuc) o red (posative
value)), and yellowness (07 (from bluc (necgative valus) o
yellow (positive valee ). Colour was determined in iriplicate
ot 11 points per antler. These points incleded the inside port
of the coronet, and the intemal ond external sides for the
following points: mid-point from the coromet o first tne bi-
larcation, scoond bafurcation, and mid-length from cach tne,

Statistical analysis

Diata from males i dircel contact with females (o = 5)
were compared with males that remained in a male-only
group {r = 6). Dates of antler cast, measares of antler size,
and colours were compared by ANOVA, Mumber of pearls
on hoth ontlers was compored by Kruskol-Wallis test

Results

Amtler cust

First antler cost tended to be later For males in contact
with females than thosc in the same-sex group: Angust
20% 44 vs Jul}f 208 % 29 (P = 0089 The sccond antler
casl was obsorved meall animals 21 day abier the first antler
CAsl.

Antler size and number of pearks

Antler mass and volume were greafer in female exposed
males compared with nonexposed males (1487 £ 74 g vs
121.3 £ 80 g (P = 0.018) and 858 = 53 em! vs. 688 =
&3 cm’ (IF = (037, I'I:hpcl.‘ll'\'l:l:(] Curcumibcrence at the
basc of first and sccoml tincs wore larger 1m antlers collecled
fromn males in contact with females than From males (solaed
fromn Femnales (Table 1) Circomference of the third tine.
lemgth from amtler coronet &0 first time bifurcation, and
lemgth of the first tine tended o be greater in males in con-
toct with females (Table 1h The number of pearls was

Pobdshed by MEC Fescarch Pross

106



Ungerield et al.

37

Fig. 2 Right antlens from cight make pumpas deer (Ozsoveroy bezoarticus). The vpper four were from males in permanent contact with

females, The lower fowr were from malea solied from females

greater in antlers from males i contact with fomales:
2908 = 48 | vs. 106.7 2 293 (P = 0.018).

Antler colowr

Overall, antlers from males in contact with females were
darker than antlers from isolated males (Tuble 2, Fig. 2).
Colour inside the coronet was similar in antlers collected
from males that remained with or without contact with fe.
males. Antlers from males in contact with females were
darker (lower %) than those from males in the malc-only
group. Except in the sccond hifurcation that was greater in
antlers from malkes in contact with females, there were no
other differences in o* values. Except for the secoad bifur-
cation in which there were no differences, ™ was lower in
antlers from males in contact with females. Although we
were unable to measure it, differences in colour were evi-
dent in hard antlers since velvet shedding.

Overall, there were no differences i colours between
right and left anders in males that remained isolated from
females. However, in males in contact with females, right
antlers had greater ™ (38 £ 0.2 vs 3.5+ 0.1, P = 004)
and B™ (247 £ 0.3 vs. 240 £ 0.3, P = (0.04) values. How-
cver, L* values from right and keft antlers were similar
(390 £ 06 vs 381 2 0.6)

There were no differences in L* and 5* values measured
in the intermal and the extermal sides in the antlers from

males in contact with females. However, outside @* valuc
was greater than mside @ value (A8 £ 0.1 vs, 34 = 0.1,
P = 0.05). In males isolated from females, extemal L*
(486 = 0.6) was lower than imternal L* (502 = 06, P =
0.03), and external a* (40 = 0.2) was greater than internal
a* (32 2 0.1, P < 0.001)

Discussion

This study descnibes a direet effect of hind presence on
reproductive activity of stags as implicd by antler character-
isties. The differences observed on most antler charactens-
tics (mass and size) and the temdency on antler cast date
implied that gonadal activity of stags was positively influ-
enced by permament contact with females. Our data agree
with previous information, as antler charactenistics were
similar 1o those deseribed by Ungerfeld ot al. (20085). Ant-
ler casts of males isolated from females in our study were
approximately || days carlier. As pearls grow during the pe-
riod of relative high testosterone concentrations (Bubenik
1966), the greater number observed on antlers from males
in contact with females may also be a conscquence of dircet
testostcrone stimulation. As the antler cycle is closely re-
lated to androgen concentration (Bubenik 1990), hind pres-
ence may have induced greater testosterone concentrations
at least throughout the rt period
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Considenng the small distance between paddocks, we
sugmest direct contact is more important than other stimuolar.
ing signals (e.g., visval, vocal, or chemical signals). At least
chemical signals, which have been reported 1o influence amt-
ler n::_n:]l: {Bubenik and Bubcmik 19860, arc nol :nnllgh [(s]
owcrcome the lack of dircct contact cven with the small dis-
tamce berweenpaddocks with males and those with females.
This agrees with Gonzilez et al. (1991), who fousd chemi-
cal signals alone do not cawse am endocrine response in
rams, as when cwes and roms hawe direct contact. 11 emains
tor b determined if the stimulus is only provoked by fomales
precscnt in the samc paddock or of the prosemce of other
hinds in the adjacemt paddocks with fenceline contzct and
possible compettion with males that remain with those
hinds com alse ssimulobe moles

Amtlers from maoles in contact with females were darker,
amd appeared visaally evident fromn the time of velvet shed-
ding onward. Although 10 our knowledge there 1% no pre-
vious information regarding antler surface colour, 1 was
also influemced by female prescmce. As the inside basis of
the coronet wos not coloared, the infleence of testinsterone
concentrations (Bubenik 19901 may be only at the surface
.ﬂ.lthnu.gh antlers have bhoem r\c]wu'mrl in he nri.gi.nnll:,.' devel-
oped 2y “organs prodoeced o attract females” (Bubenik
2002), the signifiance of colour as a viswal ageal is un-
knovwm,

There were some differences in colours between the inter-
nal and external sides of the antlers, omd between right and
left antlers in males in contoct with females. The lower
darkness ohserved in the mternal surtzee of antlers from
mabcs i contact with fomales may be a conscquence of
greater surface wear prodeced by marking activity. The col-
our difference beiween right and left antlers also smggests
differentiol marking wse of both ontlers. The possibility of
latcrality on antler activity agrocs with a previous obsorva-
tion, where slight differcnecs on right and antler mass wene
reporteed (Ungerfeld et al. 2008k). However, o the best of
our knowledge, ihere are mo previowns reports im lateral col-
our differences in deer antlers,

Owerall, owr initial hypotheses and predictions were con-
firmed, We conclude that hinds comtact stimulated male
pampas deer, in.l:n:.'l:ing antler mass, size, and darkmess, as
well as posubly hard antler ponod length.
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In deer, information regarding socio-sexual stimulation is scarce and mainly related
to male effect. In male deer, seminal characteristics are dependent on testostero-
ne concentrations. Antler cycde and antler characteristics are indirect indicators of
testosterone secretion. Pampas deer is a southamerican species considered near
threatened (TUCN), from which the largest semi-captive population in the world is
located at the Estacion de Crfa de Fauna Autéctona Cerro Pan de Azicar (ECFA,
Uruguay). It is suggested that differences in pampas deer antler characteristics
fram males in contact or absence of females could be related with greater testoste-
rone secretion stimulated by females (Ungerfeld et al., 2009; Can. 1. Zool. B7:734-
739). The aim of this work was to determine if in pampas deer semen characteris-
tics are improved by permanent contact with females. This work was done at the
ECFA, where animals were organized in five breeding groups, composed by 1 adult
male (5-6 years old) and 5-10 hinds, allocated in a 0,5-1 ha paddock, and ano-
ther group composed by six adult males (similar age and characteristics) located

in a different paddock separated from paddocks containing females (minimum
distance=3m). During November (spring) 2009, semen was collected by electro-
ejaculation under anesthesia from males in contact with hinds (n=5) or isolated
from females (n=6). The following seminal parameters were evaluated: volume,
guality (0-5 scale), sperm concentration (spermatozoas x 106/ml), total sperma-
tozoas in the ejaculate (spermatozoas x 106), percentages of sperm motility, pro-
aressive motility, spermatozoa with morphological abnormalities, spermatozoa with
normal acromosomes, and spermatozea with normal membrane function (15 mi-
nutes after incubation, evaluated by HOST). Variables were analyzed by students’

t test, Data from total spermatozoas in the ejaculate was previously normalized

by log transformation. Greater volume (545.0 £ 64.9 vs 346.0 £ 84.4 pl; P=0.04),
quality (4.0 £ 0.3 vs 3.1 £ 0.3; P= 0.03) and progressive motility spermatozoas
(58.0 £ 9.0% vs 31.4 £ 6.8%; P=0.02) were collected from males in direct contact
with females. Percentage of motile spermatozas tended to be greater in semen
from males in contact with hinds than isolated males (72.0 £ 6.6% vs 57.7 +
B.8%; P=0.10). There were no differences in total spermatozoas in the ejaculate
(113.0 + 45.7 spermatozoas x 106; P=0.40), spermatozoas with morphological ab-
normalities (78.2 + 2.9%; P=0.36), with normal acrosoma (69.6 £ 3.2%; P=0.19),
and with normal membrane function (72.9 + 2.7; P=0.48). Direct contact with
hinds stimulated some parameters of pampas deer males semen, probably through
an increase in testosterone secretion. As far as we know, this is the first report
about a female stimulation of seminal characteristics in ruminants.
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