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1. RESUMEN

En carneros, la concentracion de testosterona presenta un patron de variacion diario
caracterizado por una mayor concentracion en las tardes. La testosterona influye en
el comportamiento sexual y la calidad seminal de los machos por lo que, en carneros,
probablemente, estas variables puedan ser influidas por las variaciones en las
concentraciones de testosterona durante el dia. Con base en ello, el objetivo del
experimento fue comparar el comportamiento sexual y la calidad del semen fresco de
los carneros colectado en la mafiana o en el anochecer con vagina artificial. Se
utilizaron 16 carneros Corriedale, adultos, con experiencia sexual y androlégicamente
aptos. Los carneros fueron manejados en corrales y alimentados con fardos de alfalfa
(entre las 6:00 y 6:30 h), alimento concentrado comercial (entre las 15:00y 15:30 h) y
acceso al agua ad libitum. El experimento se realiz6 durante el mes de febrero
(estacion reproductiva). Las colectas se realizaron en dos dias, con una separacion
de 3 d entre ambas. Cada dia hubo dos turnos de colecta de semen: un turno en la
mafiana (entre las 07:00 y las 09:00h) y un turno al anochecer (entre las 19:00 y las
21:00); el grupo de carneros a los que el primer dia se les colecto semen por la
mafana, se le colecto al anochecer al segundo dia de colecta y, viceversa. Los
comportamientos sexuales del carnero frente a la hembra en celo evaluados al
momento de la colecta fueron: numero de olfateos ano-genitales, flehmen,
acercamientos laterales, intentos de monta y montas sin eyaculacién. Ademas, se
registro el tiempo desde que el carnero ingresaba al corral de colecta hasta que
efectuaba una monta completa. Las caracteristicas seminales evaluadas fueron
volumen, motilidad espermatica de masa (escala 0 a 5), concentracion, porcentaje de
espermatozoides motiles y con motilidad progresiva, velocidades de los
espermatozoides (curvilinea, rectilinea y promedio tanto de espermatozoides lentos,
medios y rapidos), integridad de la membrana, porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales y porcentaje de espermatozoides con cola doblada
simple. Se calculé la cantidad total de espermatozoides eyaculados, de
espermatozoides motiles y con motilidad progresiva, con membrana integra,
morfolégicamente normales y con cola doblada simple. El andlisis estadistico se
efectué mediante modelo mixto (SAS On Demand for Academics), incluyendo como
efecto fijo el horario de colecta de semen (mafiana y anochecer), y como efecto
aleatorio el dia de colecta y el carnero. Durante la estacién reproductiva, la hora de la
colecta de semen con vagina artificial no modificO el comportamiento sexual ni la
calidad seminal de los carneros. Aunque se observd una tendencia a un mayor
despliegue de la conducta sexual (acercamientos laterales; P = 0,06) y sobre la
cinética de los espermatozoides (motilidad progresiva y velocidad rectilinea lenta de
los mismos; P = 0,07 y P = 0,09, respectivamente) al anochecer, los cambios no
permiten sugerir modificar la hora de colecta en la especie.



2. SUMMARY

In rams, testosterone concentration presents a daily variation pattern characterized by
a higher concentration in the afternoon. Testosterone influences sexual behavior and
seminal quality in males, so in rams, these variables could be influenced by variations
in testosterone concentrations during the day. According to this, the experiment aimed
to compare the sexual behavior and quality of fresh semen from rams collected in the
morning or the evening with an artificial vagina. Sixteen Corriedale rams, adults with
sexual experience, and andrological heath were used. The rams were managed in
pens and fed with alfalfa hay (between 6:00 and 6:30 h), commercial concentrate feed
(between 15:00 and 15:30 h), and access to water ad libitum. The experiment was
carried out in February (breeding season). The rams were managed in pens and fed
with alfalfa hay (between 6:00 and 6:30 h), commercial concentrate feed (between
15:00 and 15:30 h), and access to water ad libitum. The experiment was carried out in
February (breeding season). The semen was collected on two days, with an interval of
3 d between them. Each day, there were two times for collection: during the morning
(between 07:00 and 09:00) and during the evening (between 19:00 and 21:00); the
group of rams from which semen was collected in the morning on the first day was
collected in the evening on the second day of collection, and vice versa. The sexual
behaviors of the ram in front of the ewe in estrus evaluated at the time of the semen
collection were the number of anogenital sniffs, flehmen, lateral approaches, mount
attempts, and mounts without ejaculation. In addition, the time from when the ram
entered the collection pen until it made a complete mating was recorded. The seminal
characteristics evaluated were volume ejaculated, sperm mass motility (scale 0 to 5),
sperm concentration, motile sperm and sperm with progressive motility, kinematic
variables (curvilinear, linear, and average path velocities), membrane integrity,
percentage of morphologically normal spermatozoa and percentage of spermatozoa
with simple bent tails. The total number of sperms ejaculated, motile sperms and sperm
progressive motility, sperm with functional membrane, morphologically normal, and
sperm with simple bent tails were calculated. Statistical analysis was performed using
a mixed model (SAS On Demand for Academics). The time of the semen collection
was included as a fixed effect (morning and evening), and the day of collection and the
ram were included in the model as random effects. During the breeding season, the
time of semen collection with an artificial vagina did not modify the sexual behavior or
seminal quality of rams. Although there was a tendency for a greater display of sexual
behavior (lateral approaches; P = 0.06) and sperm kinetics (progressive motility and
slow linear sperm velocity; P = 0.07 and P = 0.09, respectively) in the evening, the
changes presented does not suggest to modify the time of semen collection in rams.



3. INTRODUCCION

Algunas funciones fisiologicas y conductuales de los carneros presentan un patréon de
variacion diario (Pinto-Santini, Pérez-Clariget & Ungerfeld, 2022). Tal es el caso de la
hormona luteinizante y, consecuentemente, de la testosterona, las cuales, en
carneros, presentan una frecuencia y amplitud menores en las primeras horas de la
mafiana en comparacion con las horas de la tarde (Lincoln, Peet & Cunningham, 1977,
Lincoln & Peet, 1977; Ortavant et al.,, 1982). Recientemente se reportdé un patrén
similar en carnero Corriedale, con mayores concentraciones de testosterona entre 9y
10 horas después del amanecer (Pinto-Santini et al., 2022). Aunque se desconoce la
funcion fisiolégica del incremento en la concentracion de testosterona por la tarde,
algunos autores han sefialado que la misma podria estar asociada con el inicio del
periodo de descanso y de menor actividad de los carneros (Lincoln & Peet, 1977;
Pinto-Santini et al., 2022). Existen reportes en algunas especies que evidencian la
implicancia de la testosterona sobre el comportamiento sexual y la calidad seminal
(humanos: Morelli et al., 2004, ratas: Breedlove & Arnold, 1980; machos cabrios: Fritz,
Sena, Becker & Katz, 2019). En carneros también se ha reportado que la testosterona
tiene influencia sobre el comportamiento de monta, produccién espermatica y seminal
(Kishk, 2008; Orihuela, 2014; Yarney & Sanford, 1983). Es razonable inferir que el
aumento vespertino de dicha hormona pueda tener un impacto positivo sobre el
comportamiento de monta, proceso eyaculatorio y calidad seminal del carnero.

Recientemente Orihuela et al. (2023) detectaron ligeras diferencias en el porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva y en la velocidad rectilinea de
espermatozoides lentos del semen fresco segun la hora del dia en que se realiz6 la
colecta mediante electroeyaculacién (EE) en carneros. Estas variables tendian a
aumentar en la fase vespertina del dia. La falta de resultados mas contundentes,
posiblemente se asocien a que la intensidad de los pulsos eléctricos producidos por
la EE pudiera estar enmascarando el efecto del incremento natural de la concentracion
de testosterona al final de la fase diurna del dia, lo que no permitié detectar un mayor
efecto sobre la calidad seminal. La colecta de semen con vagina atrtificial (VA)
permitiria a los machos expresar mejor los posibles cambios fisiologicos y
conductuales que pudieran estar modulados por los patrones de variacion diario de la
concentracion de testosterona. Sin embargo, hasta donde puede conocerse, no hay
reportes de cambios en la expresiéon de la conducta de monta y cépula y calidad del
eyaculado en carneros de acuerdo a la hora de colecta usando esta técnica. Resulta
interesante, tanto a nivel académico como productivo, evaluar si el momento del dia
en que se colecta el semen de los carneros con VA afecta la expresion de la conducta
de monta y cépula y la calidad seminal.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Técnicas de coleccién del semen

La colecta del semen en rumiantes se efectla con diferentes propdésitos. Desde la sola
evaluacion de la capacidad reproductiva del macho hasta su utilizacién en técnicas
reproductivas (inseminacion artificial y fertilizacién in vitro) o simplemente con fines de
preservacion genética. En el caso de los carneros, los métodos de coleccion de uso
mas extendido son la VA y la EE (Fernandez Abella, 2015). A continuacion, se
explicaran las técnicas que utiliza cada uno de los métodos mencionados:

4.1.1. Vagina artificial

Es el método mas difundido de coleccion de semen en ovinos (Hafez, 1989). Es
considerado un método parafisiolégico (Bonadonna, 1986) ya que durante la colecta
el macho eyacula dentro de una VA que simula la dimension, temperatura y humedad
de la vagina de la hembra de la especie (Fernandez Abella, 2015). Para ello, el macho
es estimulado con una hembra en celo 0 un maniqui y el técnico que colecta desvia el
pene del carnero para que penetre en la misma.

En general, en ovinos, la VA consta de un tubo rigido o semirrigido de
aproximadamente 15-20 cm de largo y 6-8 cm de didmetro, que cuenta con una
valvula. Por dentro de este tubo se coloca un tubo de latex o goma de mayor longitud,
pero menor didmetro y sus extremos se ajustan a los del tubo rigido. A través de la
valvula se coloca agua caliente y aire entre la pared del tubo rigido y la pared del tubo
de latex, lo que da el aporte térmico y reduccion de diametro a la vagina, se sugiere
unatemperatura de entre 45 a 50 °C. El agua y el aire que fueron incorporados generan
un circuito de similares dimensiones y presion que la vagina de la hembra. En uno de
los extremos se fija la copa colectora y el otro extremo se destina a la introduccién del
pene del carnero, a dicho extremo se le puede colocar algun lubricante si se considera
necesario como glicerina, vaselina o carboximetilcelulosa (Duran del Campo, 1994).

La vagina artificial es el método de colecta mas recomendado en términos de bienestar
animal, debido a la similitud fisiol6gica con la vagina de la hembra, el nivel de estrés
generado en los animales por el procedimiento es muy bajo ademas de que se colecta
semen de mejor calidad (mas concentrado y sin contaminacién con orina) (Sylla,
Palombi, Stradaioli, Vagniluca, & Monaci, 2015). Sin embargo, su aplicacion en
carneros esta sujeta a diversas limitaciones y consideraciones. Entre ellas se incluye
la edad del animal, entrenamiento previo, nivel de excitacion previa del carnero y solo
se puede aplicar en animales con capacidad de monta y en estacién reproductiva
(Fernandez Abella, 2015; Lacuesta, Orihuela & Ungerfeld, 2015; Lincoln et al., 1977).

4.1.2. Electroeyaculacion

La EE se basa en la estimulacion mediante pulsos eléctricos dirigidos a los nervios
pélvicos simpaticos y parasimpaticos y también sobre las glandulas anexas del macho
(Austin, Hupp & Murphree, 1961). Se usa una sonda transrectal provista de electrodos,
de aproximadamente 15-20 cm, por la cual pasa una corriente de 6-7 V y elevado
amperaje (Fernandez Abella, 2015).



El método de EE, puede ser utilizado en carneros prepuberes, con algun tipo de
impotencia coeundi, fuera de la estacion reproductiva y no se requiere de un
entrenamiento intenso ni del personal ni del animal. Es de facil y efectiva aplicacion,
sin embargo, representa una experiencia estresante y dolorosa para los animales
(Abril-Sanchez, Freitas-de-Melo, Giriboni, Santiago-Moreno & Ungerfeld, 2019). El
semen colectado mediante esta técnica contiene mayor cantidad de plasma seminal
ya que estimula las glandulas anexas del aparato reproductor incrementando el
volumen del eyaculado (Austin, Leidy, Krise & Hupp, 1968; Giuliano, Director,
Gambarotta, Trasorras & Miragaya, 2008) y la concentracion esperméatica es menor
(Mattner & Voglmayr, 1962; Memon, Bretzlaff & Ott, 1986) que el semen colectado con
VA. Es decir que la muestra de semen colectado con vagina artificial es muy similar al
gue se eyacula en la monta natural a diferencia del semen colectado mediante EE que
experimenta variaciones de volumen y concentracion.

4.2 Conducta sexual del carnero

El comportamiento de cépula del carnero es el resultado de varias unidades
conductuales que comprenden la identificacion de la hembra, el cortejo y finalmente,
la eyaculacién (Orihuela, 2014). Para identificar a la hembra en celo, el carnero
olfatea su region ano-genital, también es frecuente que realice el reflejo de flehmen,
para determinar la presencia o no de feromonas de la hembra (Orihuela, 2014;
Ungerfeld, 2011).

Tras identificar a la hembra en celo, el carnero realiza una serie de comportamientos
de cortejo, bastante estereotipados, caracterizados por acercamientos laterales,
vocalizaciones de bajo tono e intentos de monta (Banks, 1964). Si la hembra se
muestra receptiva al macho, el carnero realiza la copula la cual es desencadenada
por una serie de estimulos neuroendocrinos y comprende la ereccién del pene, la
monta, intromisiébn del pene y la eyaculacién (Ungerfeld, 2011). La cépula se
consuma con la eyaculacion, la cual se produce cuando el glande del pene toma
contacto con la mucosa vaginal de la oveja (Banks, 1964). Se evidencia tras un
fendmeno denominado “golpe de rifidn” que se caracteriza por una contraccion
pélvica vigorosa, que va acompafiada por el movimiento de propulsion de los
miembros posteriores, los cuales quedan suspendidos en el aire por fracciones de
segundo. Se evidencia también el movimiento de la cabeza hacia atras de forma
sincronica y finaliza con el desmonte del macho (Banks, 1964; Orihuela, 2014).

4.3 Semen: composicion v evaluacion

4.3.1. Composicion del semen

El semen de carnero se compone de una fraccion fluida o liquida, denominada plasma
seminal, que representa un 75% del volumen total del eyaculado, y una fraccién celular
o morfolégica compuesta por los espermatozoides, que representa aproximadamente
un 25% del volumen total del eyaculado (Duran Del Campo, 1980; Garner & Hafez,
2000). El plasma seminal es el producto de las glandulas anexas del aparato genital
del carnero (vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales o de Cowper y prostata);
mientras que la fraccion celular del semen, es decir los espermatozoides, son producto
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de la espermatogénesis, proceso que se lleva a cabo en los tubulos seminiferos del
parénquima testicular (Duran Del Campo, 1980). El plasma actia como medio de
capacitacion, transporte y sustento nutritivo de los espermatozoides en el trayecto del
deaparato reproductivo del macho al tracto reproductivo de la hembra (De Graaf et al.,
2014; Troedsson et al., 2005).

4.3.2. Evaluacioén de la calidad seminal

Las evaluaciones de las muestras de semen solo se pueden realizar sobre eyaculados
normales, dentro de un breve periodo posterior a la recoleccion (Roberts, 1979). Las
muestras no deben ser expuestas a cambios bruscos de temperatura, tampoco deben
estar en contacto con agua, metales, radiacion solar directa o impurezas. Es
importante manipular las muestras en el menor tiempo posible, debe trabajarse con
objetos de vidrio o plastico preferentemente, estériles, secos y con la misma
temperatura seminal (Gibbons, Cueto, Garcia Vinent, Wolff & Arrigo, 1993).

La evaluacion del semen consta de determinaciones macroscoépicas y microscopicas.
A continuacion, se detallan las mismas:

Determinaciones macroscopicas:

Volumen: se evalGa en copa o tubo graduado, también puede determinarse con el uso
de micropipetas de diferentes graduaciones, comenzando con una graduacion de 1000
uL y disminuyendo segun el volumen restante hasta finalizar con el total de semen
recolectado. En carneros el volumen normalmente oscila entre los 0,8 a 1,5 mL.
Cambios en el volumen del eyaculado podrian depender del nivel de excitacion previa
del animal, la época del afio en que se obtiene la muestra, la edad, el estado nutricional
y la sanidad del carnero, cantidad de eyaculados por dia y el método de colecta
(Fernandez Abella, 2015). Como se vera mas adelante, el momento del dia podria
modificar el volumen del semen colectado.

Aspecto y color: el color normal del semen se describe como blanco mientras que el
aspecto se describe como cremoso. Ambos se relacionan estrechamente con la
concentracion de espermatozoides. Una menor concentracion espermatica le hace
tomar un color y aspecto mas lechoso e incoloro en la azoospermia (Duran del Campo,
1994; Fernandez Abella, 2015). Pueden existir también coloraciones atipicas (rojizo,
gris, marrén) que son indicio de infecciones o lesiones a nivel de pene o prepucio y en
tal caso la muestra debe ser desechada (Cueto, Gibbons, Bruno-Galarraga &
Fernandez, 2016). En el Cuadro 1 observamos la relacion entre el color del semen y
la concentracion espermatica.

Olor: el olor del eyaculado se define como sui géneris, cualquier olor anormal que se
perciba puede ser indicativo de infeccidn o contaminacion con orina (Fernandez Abella,
2015).

pH: oscila entre 6,3 a 7,2 (Fernandez Abella, 2015) y puede ser medido con papel
indicador.
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Cuadro 1. Determinacion de la concentracion espermatica a través del color del
eyaculado (Adaptado de Olivera, Gil, Fierro & Minteguiaga, 2019).

Tonalidad Concentracion estimada (millones/ml) Escala Uso
Cremoso espeso 4500-6000 5 Utilizable
Cremoso 3500-4500 4 Utilizable
Crema liviana 2500-3500 3 Utilizable
Lechoso 1000-2500 2 Descarte
Turbio 300-1000 1 Descarte
Acuoso Insignificante 0 Descarte

Determinaciones microscopicas:

Las determinaciones microscopicas comprenden la evaluacion de la motilidad masal,
motilidad individual, concentracion, morfologia y vitalidad espermatica, algunas de
estas variables se determinan con microscopio 6ptico y otras con sistema de analisis
computarizado CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; por sus siglas en inglés).

Las determinaciones con el CASA posibilitan el andalisis de muchas caracteristicas
funcionales, morfoldgicas y cinéticas de los espermatozoides (Quintero-Moreno et al.,
2011), mitigando el factor subjetivo de la evaluacion seminal proveniente de la
evaluacion visual del técnico (Moussa, Martinet, Trimeche, Tainturier & Anton, 2002).
Esta técnica puede ser utilizada tanto para muestras de semen fresco como de semen
congelado.

Motilidad de masa espermatica: valora la formacion y progresion de las ondas
producidas por el desplazamiento de los espermatozoides. Debe ser evaluada
inmediatamente luego de la coleccion de la muestra en condiciones isotérmicas y sin
diluirlo (Duran del Campo, 1980; Evans & Maxwell, 1989). Dichas ondas se observan
en eyaculados de alta concentracion esperméatica especialmente en ovinos (Evans &
Maxwell, 1990). Se puede hacer una evaluacion primaria a simple vista en la propia
copa o tubo de recoleccién. Sin embargo, se recomienda evaluarla mediante
microscopio 6ptico a 4-10x. Para ello se coloca una gota de semen fresco y puro sobre
un cubreobjetos templado a 37 °C. Debemos saber qué es una medida subjetiva y la
escala utilizada va de 0 a 5, donde 5 se corresponde con muy buena motilidad
espermatica y 0 con motilidad espermatica nula (Cuadro 2). La clasificacion esta
condicionada segun la concentracion de espermatozoides del eyaculado, la motilidad
individual y vigor de los mismos. Lo recomendable es que el eyaculado tenga como
minimo una motilidad de masa espermatica de 3.

Motilidad individual: refiere al desplazamiento de los espermatozoides y es un
parametro de referencia a la hora de evaluar calidad seminal debido a su asociacion
con su capacidad fertilizante (Evans & Maxwell, 1990; Pomerol & Arrondo, 1994). La
motilidad individual se expresa como el porcentaje de espermatozoides con
movimiento en una muestra de semen previamente diluida en una solucién isosmética
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(Evans & Maxwell, 1989). Se estima un semen con motilidad aceptable o muy buena
aguel que presenta entre 60 y 90% (Sorensen, 1982). EI movimiento de los
espermatozoides puede clasificarse en: a) progresivo o rectilineo, cuando los
espermatozoides se desplazan hacia adelante; b) de retroceso y en zigzag (cuando el
desplazamiento de los espermatozoides es oscilante, se desplaza de manera
curvilinea algunas veces y otras el desplazamiento es en retroceso, estos movimientos
anormales pueden deberse a defectos de la cola), ¢c) movimiento oscilatorio (el
espermatozoide gira sin avanzar y presenta reducidos movimientos, precede a la
inmovilizacién), d) movimiento vibratorio (movimiento a modo de vibraciébn que
frecuentemente describen una trayectoria circular) (Fernandez Abella, 2015).

Cuadro 2. Escala de Motilidad de masa espermatica adaptada de Evans & Maxwell,
(1987).

Valor Clase Descripcién

Ondas densas con movimiento muy rapido. No se
observan spz individuales, 90% o mas de los spz

5 Muy buena activos.
Ondas y remolinos vigorosos de menos velocidad que la
4 Buena clase anterior, 75-80% de los spz activos.

Ondas con movimiento lento, se observan spz
3 Aceptable individuales, 50-60% de spz activos.
No se visualizan ondas, se observan movimientos
espermaticos, 20-40% de los spz estan vivos y su

2 Pobre motilidad individual es escasa.
Solo el 10% de los spz muestran signos vitales.
Muy pobre
0 Muertos Ausencia de movimiento, 0% de spz vivos.

La evaluacion visual de la motilidad espermética individual a través de microscopio
optico es el método mas sencillo, barato y rapido. Sin embargo, es un método subjetivo
y por tanto dependiente en gran medida de la habilidad y experiencia del observador
(Phillips, McGowan, Johnston & Mayer, 2004); asimismo depende de la concentracion
espermatica de la muestra que se observe, en caso de alta concentracion tiende a
sobreestimarse la motilidad.

En la actualidad, la evaluacion de la motilidad espermatica seminal puede ser realizada
con el sistema CASA en donde en funcion de su progresividad, los espermatozoides
se clasifican en: estaticos, motiles progresivos y moétiles no progresivos.
Adicionalmente este sistema posibilita la valoracion de la calidad del movimiento
espermatico generando los siguientes parametros: velocidad curvilinea, velocidad
lineal, velocidad media, que se definirdn a continuacion:
v" Velocidad curvilinea (VCL), distancia recorrida por el espermatozoide en su
trayectoria real en funcion del tiempo de captura considerado, como medida de
la vigorosidad del espermatozoide [um/s] (de Monserrat Vallve, s/f).
v Velocidad lineal (VSL), distancia recorrida en linea recta por el espermatozoide
entre el primer y el dltimo punto de su trayectoria real, indicando el
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desplazamiento neto de la célula en el tiempo considerado [um/s] (de Monserrat
Vallve, s/f).

v" Velocidad media (VAP), trayectoria media del espermatozoide en el tiempo
considerado. que se calcula como una interpolacién entre los puntos
correspondientes a la trayectoria de la VCL, en un intento de mejor aproximacion
al desplazamiento real de la célula [um/s] (de Monserrat Vallve, s/f).

Concentracion seminal: la concentracion seminal se define como la cantidad de
espermatozoides por unidad de volumen (mL). En carneros la concentracion
espermética normal oscila entre los 2000 a 3000 millones de spz/mL. Existen
distintas técnicas para determinar la concentracion entre los que se destacan camara
de Neubauer y fotbmetros. Ambas son precisas, siendo el fotobmetro mas rapido en
comparacion al recuento en camara de Neubauer, en contraposicion, este ultimo es
un método menos costoso y, por tanto, mas accesible (Gibbons et al., 1993).

v/ Céamara de conteo Neubauer: El semen se diluye en proporcién 1:200 a 1:500,
usando como diluyente suero fisioldégico. Se aspira con pipeta una muestra de
dicha solucion y se procede a limpiar el extremo de la pipeta de manera de no
alterar los resultados. Se procede a cargar la cAmara, se coloca la pipeta en el
borde del cubreobjetos y se dejan caer las gotas de semen y de tal forma la
camara se carga por capilaridad. Se debe esperar unos minutos asi el semen
sedimenta y luego se observa. En general, la cémara tiene dos
compartimentos, con 5 cuadrados grandes en cada uno. Cada uno de los
cuadrados grandes se divide en 16 cuadrados mas pequefios, que se
encuentran delimitados por lineas. En total, posee 160 cuadraditos ((5x16) x 2).
La superficie total de la camara es de 1/ 2,5 mm?, la altura es de 1/10 mmy la
dilucion 1:200 o 1:500, por lo que la concentracion se obtiene (millones por
mm?) multiplicando el nimero de cuadrados grandes por el factor 5000. Para
el conteo en cada cuadrado se consideran todas las cabezas de los
espermatozoides que se encuentran dentro del cuadrado (Fernandez Abella,
2015).

v' Fotdémetro: Esta técnica consiste en exponer la muestra de semen a un haz de
luz y registrar la luz que absorbe, determina la absorbancia, directamente
proporcional a la concentracién espermatica (Cueto et al., 2016). El fotdmetro
debe ser calibrado con 10 o 15 conteos en Camara de Neubauer y la dilucidon
con la que fue calibrado debe ser conocida (Fernandez Abella, 2015).

La concentracion espermatica también puede ser estimada mediante la utilizacion del
sistema CASA, el cual mide la concentracion mediante la aplicacion de un software.

Morfologia: existe una correlacion negativa entre el porcentaje de anormalidades y el
poder fecundante de los espermatozoides por lo que es muy importante su evaluacion
(Fernandez Abella, 2015). Un eyaculado con un porcentaje superior a 20% de formas
anormales deberia ser eliminado, con excepcion de que predominen las
anormalidades de flagelo, las cuales se correlacionan en menor medida a la fertilidad
(Fernandez Abella, 2015).
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Para la determinacién de las anormales espermaticas es comun la fijacién en formol
con 0,3 g de citrato de sodio dihidratado de una muestra de semen (sin tincion) para
Su posterior observacion en microscopio con contraste de fase (Voglmayr, Chartier &
Sawyer, 1983). Se han establecido distintas clasificaciones para las anormalidades
espermaticas, segun distintos criterios:
e Primarias (si se originan en los tubulos seminiferos durante la espermatogénesis)
0 secundarias (si se originan durante el transito epididimario o tras la
eyaculacion) (Barth & Oko, 1989; Bloom, 1977).
e Mayores 0 menores: segun si se relacionan con infertilidad o no respectivamente
(Bloom, 1977).
e Segun la regidn espermatica implicada, entiéendase anormalidades de cabeza,
pieza intermedia o cuello y cola o flagelo (Figura 1).

Cualquier anomalia, sea primaria o secundaria, si afecta a un porcentaje considerable
de espermatozoides puede comprometer la fertilidad del semen.

a) Anormalidades del flagelo T

1) Incompletos as o— 5 o—a ‘

2) Codados 6\) c\/\ B &0

3) Muy codados D o> @)

4)Enrollados S—=2 e L  oa

5) Enrollados a -
nivel del cuello 2 o~ — S5

6) Otras formas e, @ o< S
b) Anormalidades de la cabeza

k&—\——\*\/\

1) Alargada 2) Periforme 3) Microcefalia

4) Invertida O 5) Defectos del acrosoma it

C=— Gl  Hiaowwe |
c) Gota citoplasmatica proximal ~ d) Gota distal &) Decapitado

Figura 1. Principales anormalidades morfologicas del semen de carnero, clasificadas
segun region espermatica. Fuente: Fernandez Abella, 2015.

Vitalidad — Integridad de membrana: esta caracteristica se evalla mediante el test
de hipo-osmosis (HOST por su denominacion en inglés hypo-osmotic swelling test).
Es una prueba sencilla y econdmica que se basa en las propiedades fisicas y
biogquimicas de la membrana plasmatica del espermatozoide, cuya permeabilidad y
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resistencia se correlacionan positivamente con la capacidad fertilizante del
espermatozoide. Se introducen los espermatozoides en una solucion hipo-osmética;
en células sanas, produce el desplazamiento de agua desde el medio interno al
exterior para asi lograr el equilibrio osmético (Eckert, Randall & Auoustitne, 1989).
Este fenbmeno desencadena cambios morfol6gicos en la cola del espermatozoide, la
cual se curva y enrolla. Si estos cambios no se producen se interpreta que la
membrana plasmatica ha sufrido algun tipo de alteracién en su integridad. La técnica
se puede hacer a través de microscopia con contraste de fases o con contadores
electrénicos (Vazquez, 1980).

4.4 Fisiologia endoécrina de la reproduccién del carnero

El desarrollo, coordinacion y funcion del aparato reproductor del carnero esta regulado
por un complejo eje neuro-endocrino que involucra estructuras anatomicas, glandulas
y sus hormonas (Rubianes, 2000). La base de la regulaciéon neuro-enddcrina es el eje
hipotalamo-hipo6fiso-gonadal (Pacheco & Quirino, 2010). El hipotdlamo secreta, en
forma pulsatil, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) la cual actia a nivel
de la adenohipofisis estimulando la secrecion de hormona foliculo estimulante (FSH)
y hormona luteinizante (LH) por las células gonadotropas (Fernandez Abella, 1993).
Ambas hormonas hipofisarias son volcadas a la circulacion y regulan la produccién de
gametos y hormonas testiculares (Hafez & Hafez, 2002).

En los machos de todas las especies, la FSH actia sobre las células germinales de
los tubulos seminiferos del testiculo (Fernandez Abella, 1993) y es responsable de la
espermatogénesis (Hafez, 1993). La LH actia a nivel de las células de Leydig, las
cuales se encuentran formando parte del intersticio testicular, estimulando la
produccién de andrdégenos, principalmente testosterona (Hafez & Hafez, 2002; Neill.,
2006). En este mismo orden de ideas, existe una estrecha vinculacion entre la
secrecion de LH y la de testosterona (Hochereau de Reviers et al., 1980; Lee et al.,
1976; Savoie et al., 1979), asi, los pulsos de LH provocan un aumento de testosterona
plasmética. La regulacion de la secrecion, tanto de LH como de testosterona, esté
dada por un sistema de retroalimentacién negativo entre estas. Es decir que, altas
concentraciones de testosterona inhiben directamente la secrecion de GnRH en el
hipotalamo y por tanto se inhibe también la liberacion de LH (Hafez & Hafez, 2002).

Especificamente la testosterona es vital para el proceso de espermatogénesis,
ademas de cumplir otros importantes roles en la reproduccion, ya que esta involucrada
en el desarrollo del macho, mantenimiento de la libido, actividad secretoria de las
glandulas anexas y con rasgos corporales asociados a la masculinidad (Ungerfeld,
2012). En tal sentido se requiere de una determinada concentracion plasméatica de
dicha hormona para el correcto desarrollo de los animales, tanto en la pubertad, como
para la expresion de la conducta sexual del macho y el mantenimiento de la libido en
los machos adultos (Pacheco & Quirno, 2010; Perkins & Roselli, 2007). Por ejemplo,
en machos cabrios las concentraciones circulantes de testosterona aumentan durante
la estacion reproductiva, lo que provoca cambios en el comportamiento que facilitan
el cortejo y la copula (Delgadillo, Gelez, Ungerfeld, Hawken & Martin, 2009). Existen
reportes en ovinos de que la restriccion de hormonas sexuales (GnRH, LH y
testosterona) en borregos enteros prepuberes reduce el desarrollo e inhibe casi por
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completo la libido de los mismos (Brown, 1994). Los reportes de Orihuela (2014)
sefialan que el implante de testosterona a nivel hipotalamico restaura la conducta
copulatoria suprimida en carneros adultos castrados, asimismo se demostré que la
inyeccién exégena de testosterona en carneros castrados restaura el patrén completo
de cortejo masculino (Banks, 1964). En carneros, Yarney & Sandford (1983) sugieren
gue la LH y testosterona estan involucradas en el proceso de ereccion y en la
eyaculaciéon. En adicion, en machos cabrios se ha descubierto que la testosterona
cumple un rol determinado en la ereccion, eyaculacion y autourinacion (proceso
particular de esta especie) (Fritz et al., 2019). En humanos, se ha demostrado que la
testosterona regula la actividad de ciertas enzimas involucradas en la contractilidad
de los musculos del tracto genital masculino (Morelli et al., 2004) y se sugiere gue esta
hormona sensibiliza dichas enzimas y da una respuesta eyaculatoria mas rapida.

En cuanto a la composicion y calidad del semen existen reportes en toros, en donde
se demuestra que la testosterona participa en la sintesis de algunas proteinas
plasmaticas seminales (Kasimanickam, Kasimanickam, Kastelic, & Stevenson, 2013).
En humanos, se han observado receptores de andrégenos en los espermatozoides
(Aquila et al., 2007; Solakidi, Psarra, Nikolaropoulos & Sekeris, 2005). En este sentido,
se han reportado correlaciones positivas entre la concentracién de testosterona y la
concentracion espermatica, porcentaje de motilidad de los espermatozoides y
volumen del eyaculado en carneros (Kishk, 2008).

En el carnero, la reproduccion también esta influenciada por factores genéticos y
ambientales (Hafez & Hafez, 2004). Desde el punto de vista ambiental, el fotoperiodo
y la consecuente secrecion de melatonina (Lincoln, 1976; Pelletier & Ortavant, 1975)
ajustan el ritmo reproductivo enddégeno a un periodo de 365 dias (Malpaux, Thiéry &
Chemineau, 1999). El efecto de este fendmeno se refleja en variaciones estacionales
y diarias en las concentraciones de hormonas hipofisarias y gonadales. Respecto a
las variaciones estacionales, estudios realizados en Uruguay sobre carneros de
distintas razas reportan que, si bien existen diferencias en el periodo estacional para
cada una de ellas, a nivel general, existe un periodo de mayor actividad sexual (tanto
comportamental como fisioldgico) que se extiende aproximadamente desde fines de
diciembre a junio (Gastel et al., 1995; Pérez-Clariget, Forsberg, Lépez, & Castrillejo,
1998; Ungerfeld, 2012).

4.5 Patron de variacion diario del eje hipotadlamo-hip6fiso-gonadal: Efecto sobre
la concentracion de testosterona, la conducta sexual, proceso eyaculatorio vy
calidad seminal

En los seres vivos existen ritmos circadianos, es decir que se repiten con una
periodicidad de 24h, los cuales se fundamentan en un sistema de sincronizacion
internalizado que regula los procesos celulares, conductuales y fisioloégicos de los
organismos con los cambios del ambiente y los ajusta a determinados momentos del
dia (Refinetti, 2016). A nivel del hipotalamo existe un reloj interno, el nucleo
supraquiasmatico, el cual coordina y sincroniza los ritmos circadianos de todo el
organismo en respuesta a las sefiales ambientales, principalmente ciclo luz/oscuridad
(Refinetti, 2016).
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En este orden de ideas, la melatonina es una hormona que actia como mediador
hormonal entre la informacion luminica, el sistema nervioso central y el eje hipotalamo-
hipofiso-gonadal) (Malpaux, 2006). Independiente de las variaciones estacionales de
concentraciéon que experimenta, la melatonina también se secreta con un ritmo
circadiano. En algunas especies como equinos, ovinos y caprinos presenta una
acrofase nocturna (Carcangiu et al.,, 2014), es decir que, durante las horas de
oscuridad, la concentraciéon de melatonina es mayor y disminuye a valores basales
durante la fase luminica del dia (Malpaux, Skinner & Maurice, 1995; Malpaux, Vigui,
Skinner, Thiéry & Chemineau, 1997). En este sentido entre los sistemas que estan
bajo la influencia de los ritmos circadianos se encuentra el sistema reproductivo, tanto
de hembras como de machos. La mayoria de la bibliografia estudia la influencia de la
ritmicidad circadiana en humanos y animales experimentales, principalmente
roedores, especies en las cuales existe suficiente evidencia sobre la expresion de
genes de reloj en el tejido reproductivo lo que sugiere su implicancia sobre la fertilidad
y patrones comportamentales (Kennaway, 2005; Li et al., 2022; Liang et al., 2013; Sen
& Hoffmann, 2020). No obstante, existen algunos trabajos en animales de produccion
gue reportan la existencia de patrones circadianos y su influencia en la regulacién del
funcionamiento, por ejemplo, del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal.

En tal sentido segun Ortavant et al. (1982), en ovinos, la disminucion de la
concentracion de melatonina al amanecer, es decir, al inicio de la fase luminica del
dia, actia como sincronizador de la actividad gonadotropa, estimulando la secrecion
de FSH, LH y testosterona. Los recientes reportes de Pinto-Santini et al. (2022)
constatan un patron de variacion diario de la concentracién de testosterona en
carneros, donde la maxima concentracion se produce aproximadamente entre 9y 10
h (fase acrofase) después del amanecer en Uruguay (independientemente del
momento del afio). En tal sentido la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH y
testosterona son bajas en las primeras horas de la mafiana (Lincoln & Peet, 1977,
Ortavant et al., 1982) y experimentan su acrofase durante la tarde y las primeras horas
de la noche (ovinos: Lincoln et al.1977; ovinos y bovinos: Perumal et al. 2021).

Aunque se desconoce la funcion fisioldgica del incremento de testosterona al final de
la tarde e inicios de la fase de oscuridad, algunos autores sefialan que podria
asociarse con el inicio del periodo de descanso y de la menor actividad de los
carneros (Lincoln & Peet, 1977), esto es, que la testosterona modularia los patrones
de conducta (ciclo actividad: reposo) de los carneros (Pinto-Santini et al., 2022). Sin
embargo, existe solida evidencia acerca de la implicancia de los ritmos circadianos
en la reproduccion de los machos de distintas especies. Por ejemplo, en ratas, se ha
demostrado que la mutacion en genes relacionados con el reloj circadiano influye en
la expresion de la masculinidad (Liang et al., 2013). En humanos, la acrofase de
testosterona se presenta en las primeras horas de la mafana (Bribiescas, & Hill,
2010; Lacerda, Kowarski, Johanson, Athanasiou & Migeon, 1973) momento en el
cual, la calidad seminal es superior en dicha especie (Xie, Utzinger, Blickenstorfer &
Leeners, 2018). Con base en esto, podria pensarse que el patrén de variacion diario
de la concentracion de testosterona de los carneros podria modificar tanto la calidad
seminal como mejorar la conducta general de cortejo y cépula de los carneros.

Orihuela et al. (2023) reportaron escasas diferencias en los resultados de la
recoleccion de semen con EE y las caracteristicas del semen segun la hora de la
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colecta. En tal sentido, reportaron que el tiempo de recoleccion fue menor cuando se
colecta semen por la tarde y, ademds, se presenta una ligera mejoria en las
caracteristicas del semen fresco (mayor porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva al mediodia). Este trabajo fue realizado utilizando EE vy, hasta
donde puede conocerse, es el primer reporte de variaciones en la calidad seminal de
los carneros de acuerdo a la hora de la colecta de semen. La colecta con EE, ademas
de ser una experiencia estresante para el animal, puede modificar algunas
caracteristicas del semen como el volumen y la concentracion (Abril-Sanchez et al.,
2019; Hulet, Foote & Blackwell, 1964). Es posible que los pocos cambios reportados
en la calidad seminal se asocien a que la intensidad de los pulsos eléctricos
producidos por la EE es superior a la que pudiera provocar el incremento natural de
la concentracion de testosterona al final de la fase diurna del dia. La colecta de semen
con VA, por su gran similitud con la vagina de la hembra, puede permitir a los machos
expresar mejor los posibles cambios fisiolégicos y conductuales que presuntamente
podrian estar modulados por los patrones de variacion diario de la concentracion de
testosterona.

Adicionalmente, si bien existe evidencia en carneros a cerca de la influencia del ritmo
circadiano sobre algunos comportamientos por ejemplo comportamiento locomotor
(Abecia, Palacios, Plaza & Canto, 2023), no hay reportes que evidencien cambios en
la expresién de la conducta de monta y copula y calidad del eyaculado de acuerdo a
la hora de colecta ya sea con EE o con VA. Con base en lo anteriormente descrito es
gue resulta interesante evaluar si el momento del dia en que se colecta el semen de
los carneros con VA afecta la expresion de la conducta de monta y copula y la calidad
seminal.
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5. HIPOTESIS

La colecta de semen en carneros al anochecer con vagina artificial tiene una influencia

positiva sobre la expresion de comportamientos sexuales y la calidad del semen
fresco.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Comparar el comportamiento sexual y la calidad del semen fresco de los carneros
cuando se colecta con vagina artificial en la mafiana o en el anochecer.

6.2 Objetivos especificos:

e Determinar si el momento del dia en que se colecta semen de carneros con VA
tiene influencia en la expresion de su comportamiento sexual.

e Determinar si el momento del dia en que se colecta semen de carneros con VA
produce cambios:
o en las caracteristicas macroscopicas del semen colectado (volumen y
motilidad masal) vy,
o en las caracteristicas microscopicas del semen colectado
(concentracion del eyaculado, integridad de membrana, morfologia
espermatica y caracteristicas cinematicas de motilidad espermatica).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Ubicacién y manejo general de los animales

Los procedimientos experimentales utilizados en este trabajo fueron aprobados por la
Comisién de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Veterinaria (CEUA-FVET-
1652). El experimento se llevo a cabo en la sede central de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de la Republica (UdelaR), en las instalaciones para animales de la
Unidad Académica de Fisiologia; durante el mes de febrero de 2023 (mediados del
verano, estacion reproductiva). Se utilizaron 16 carneros de la raza Corriedale, adultos
(edad: entre 4 y 8 afios), con un peso promedio de 82,5 + 5kg, androlégicamente
aprobados y previamente entrenados a la colecta de semen con vagina artificial.

Los carneros permanecieron en un corral cuya superficie era de 500 m?, constituido
por un area techada de 100 m? de piso de concreto y un area con pasto natural de 400
m?2. El manejo alimenticio de los carneros durante el periodo experimental segln sus
requerimientos de mantenimiento (NRC, 2007) fue: suministro de 0,9 kg/animal/d de
fardo de alfalfa a las 6:00 h y suministro de 0,8 kg/animal/d de concentrado comercial
(90 % MS; 16% PC) a las 15:00 h, los animales contaron con agua ad libitum.

Previo a iniciar el experimento, a todos los carneros se les realiz6 la limpieza de las
puntas quemadas de la region abdominal y periferia del pene, utilizando una maquina
de esquila (Heiniger, modelo BS84S). Este procedimiento tuvo la finalidad reducir la
potencial contaminacion de las muestras de semen, con materiales adheridos a la lana
en la zona considerada, durante las colectas. Ademas, a todos los carneros se les
realizod una colecta inicial de semen, cuya evaluacion no se incluyé en este trabajo,
con la finalidad de detectar posibles situaciones de impotencia coeundi, retomar el
adiestramiento y, renovar las reservas espermaticas antes del experimento.

Para garantizar que, para los dias y momentos de colecta de semen de los carneros,
hubiera dos ovejas en celo, se sincronizé el celo de ocho hembras. El protocolo de
sincronizacion fue corto (6 dias) y consistio en la aplicacion de un dispositivo
intravaginal de progesterona (medroxiprogsterona, Sincrovin, Santa Elena,
Montevideo, Uruguay) durante 6 dias y la administracion de 1 mL de estradiol y luego
0,5 mL de estradiol intramuscular (cipionato de estradiol, Cipiosyn, Zoetis, Argentina;
utilizado con autorizaciéon del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca para
trabajos experimentales) (24 hy 12 h antes de la colecta, respectivamente) (Figura 2).
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Dia y momento de colecta de
semen y evaluacién de
comportamiente sexual de
cameros.

6 dias
, : | 3

-24h -12h

)

' ‘h- --‘.- -., - b. |
Dispositive intravaginal ' ‘

de progesterona

(Medraxiprogesterana) Retiro de DIV y Administracién de 0,5 mL
administracién de Iml de de estradiol I/ M (cipionato
estradiol de estradiol)

I/M (cipionato de estradisl)
Abreviaturas:
DIV - Dispasitiva intravaginal
I{M - Intromuscular

Figura 2. Diagrama del protocolo de sincronizacion de celo empleado en el
experimento

7.2 Disefio experimental v tratamientos

Bajo un disefio de cuadrado latino, se evalué el comportamiento sexual de los
carneros, previo a la colecta, y se obtuvieron las muestras de semen en dos dias
distintos. Los carneros que fueron evaluados el primer dia de colecta en la mafiana,
posteriormente fueron evaluados el segundo dia de colecta al anochecer y viceversa
(Figura 3). Entre cada colecta hubo 3 dias de separacion. Los tratamientos fueron los
turnos de colecta: a) matutino: entre las 07:00 y las 09:00 h (mafiana) y, b) vespertino:
entre las 19:00 — 21:00 h (anochecer).

H= 16 comeros
2 grupos de 8 cameros coda uno (Gl) y (G2)

Tume Matutine
07:00 - 09:00H
Evaluacidn de
comportamiente sexual y
colecta de semen.

19:00- 21:00 H
Evaluacién de
comportamiento sexual y
colecta de semen.

Figura 3. Diagrama del disefio experimental utilizado en el experimento.
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7.3 Comportamiento sexual

El comportamiento sexual de los carneros frente a las hembras en celo se determiné
mediante inspeccion visual inmediatamente previo a la colecta. Para ello una oveja en
celo era introducida en el corral de colecta (2 m x 3 m) antes del ingreso del carnero.
Al ingresar el carnero, un observador entrenado registré6 los siguientes
comportamientos: numero de olfateos ano-genitales, flehmen, acercamientos
laterales, intentos de monta y montas sin eyaculacién. Se registré el tiempo desde que
el carnero ingresaba al corral de colecta hasta que efectuaba una monta completa. El
estudio de estas variables se ajustd al tiempo que duro la colecta, por lo cual se
expresan como frecuencias, las cuales se obtuvieron dividiendo el nimero de
observaciones de cada comportamiento entre el tiempo de colecta de cada carnero en
forma individual. En este caso, la unidad de comparacion es equivalente a 1 s es decir,
los resultados se expresan como numero de veces que el carnero es observado
efectuando el comportamiento en cada segundo.

7.4 Calidad seminal

La calidad seminal del semen fresco se determind inmediatamente después de cada
colecta, asegurando que, durante el transporte de la muestra desde el sitio de colecta
al laboratorio, se conservara la temperatura y condiciones de oscuridad adecuadas,
para la misma.

La calidad seminal fue determinada en el Laboratorio de Fisiologia. Se evalu6,
subjetivamente, la motilidad espermética masal (escala de 0 a 5) inmediatamente
luego de la colecta (Evans & Maxwell, 1987). Para ello se utilizé un microscopio optico
de contraste de fase 40X (Nikon Eclipse E200, China) con platina térmica acoplada.
Seguidamente, se determind el volumen del eyaculado con micropipetas y la
concentracion espermatica (espectrofotometro; SDM1, Minitube, Francia).

Luego de esto se diluy6é la muestra de semen con diluyente comercial (Andromed,
Minitube, Alemania) y se determiné con el uso de un sistema de analisis de semen
computarizado (ISAS, Espafia), las siguientes variables de motilidad espermatica:
porcentaje de espermatozoides motiles, porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva, porcentaje de espermatozoides estaticos. También se determiné:
velocidad curvilinea, velocidad lineal y velocidad promedio y ademas cada una de
estas se determiné para espermatozoides rapidos, medios y lentos.

Por otro lado, se fijaron alicuotas de semen en formol citrato para la determinacion
subjetiva del porcentaje de espermatozoides con morfologia normal, se hizo énfasis
en la medicién de espermatozoides con colas dobladas simples, la misma es una
anormalidad morfoldgica secundaria inherente al proceso de eyaculacion (Jeyendran
et al., 1984). Ademas, se determind el porcentaje de espermatozoides con
funcionalidad de membrana mediante el test de hipo-osmosis (HOST) Con la
informacion anterior se calcul¢ el total de espermatozoides en el eyaculado (volumen
X concentracion), asi como el niumero total de espermatozoides motiles (porcentaje de
espermatozoides moviles x nimero de espermatozoides eyaculados), y el nUmero de
espermatozoides con motilidad progresiva eyaculados (porcentaje de

24



espermatozoides con motilidad progresiva x cantidad total de espermatozoides
eyaculados).

7.5 Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando modelos mixtos (SAS On Demand for
Academics). Se incluyé como efecto fijo la hora de colecta de semen: mafana y
anochecer (tratamientos), y como efecto aleatorio el dia de colecta y el carnero. Las
diferencias se consideraron significativas cuando P < 0,05 y como tendencias cuando
0,06<P=<0,1.
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8. RESULTADOS

8.1 Comportamiento sexual

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de la duracion de la colecta y las
frecuencias en las que los carneros expresaron cada comportamiento de monta
evaluado. Al anochecer, los carneros tendieron a efectuar mas acercamientos
laterales en comparacién con la mafiana (P= 0,06). El resto de las variables evaluadas
no fueron afectadas por el momento de la colecta.

Cuadro 3. Frecuencias de los comportamientos de monta de los carneros cuando se
colecta semen con vagina artificial en dos momentos del dia: en la mafiana (07:00 -
09:00 h) y al anochecer (19:00 — 21:00 h).

Marfiana Anochecer EE P
Duracion de colecta con vagina artificial (s) 61,0 60,0 10,3 ns
Numero de olfateos ano-genitales 0,1 0,1 0,01 ns
Numero de Flehmen 0,001 0,008 0,004 ns
Numero de Acercamientos laterales 0,06 0,08 0,02 0,06
Intentos de monta 0,01 0,01 0,003 ns
Montas sin eyaculaciéon 0,05 0,06 0,01 ns

8.2 Semen fresco

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la evaluacion de las caracteristicas del
semen fresco. El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva tendié a ser
mayor al anochecer (P=0,07). El resto de las variables estudiadas no fueron
modificadas por la hora de la colecta. En el Cuadro 5 se presentan las velocidades de
los espermatozoides del semen fresco. La velocidad rectilinea lenta tiende a ser mayor
al anochecer (P= 0,09), en tanto no se observaron diferencias significativas entre
ambos horarios para el resto de las velocidades evaluadas.
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Cuadro 4. Caracteristicas del semen fresco de carneros recolectado con vagina
artificial en dos momentos del dia: en la mafiana (07:00 — 09:00 h) y al anochecer
(19:00-21:00 h).

Mafiana  Anochecer EE P
Motilidad masal (0-5) 3,2 3,0 0,3 ns
Volumen del eyaculado (ml) 1,3 1,3 0,1 ns
Concentracion del semen (x10°) 7904,3 8020,4 655,0 ns
Espermatozoides motiles (%) 75,2 78,3 3,1 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva (%) 53,1 60,0 2,6 0,07
Espermatozoides con integridad de membrana (%) 74,1 70,1 6,1 ns
Espermatozoides de morfologia normal (%) 80,3 78,5 3,0 ns
Espermatozoides con colas dobladas simples (%) 12,1 15,0 2,8 ns
Numero total de espermatozoides eyaculados
(x108) 10828 11103 14014 ns
Ndmero total de espermatozoides motiles (x10°) 7902,0 8501,2 1034,2 ns
Numero total de espermatozoides con motilidad
progresiva (x10°) 5585,3 6484,0 788,0 ns
Numero total de espermatozoides con integridad de
membrana (x10°) 7396,3 7070,0 909,0 ns
NUmero total de espermatozoides
morfolédgicamente normales (x106) 8822,0 8801,4 1283,2 ns
Numero total de espermatozoides con colas
dobladas simples (x10°) 1301,0 1407,0 280 ns
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Cuadro 5. Velocidades registradas con sistema ISAS de semen fresco de carneros
recolectado con vagina artificial en la mafiana (07:00-09:00 h) y al anochecer (19:00
a 21:00 h).

Mafana Anochecer EE P
Velocidad curvilinea (um/s) 129,7 126,8 6,0 ns
Velocidad lineal (um/s) 97,0 94,0 6,3 ns
Velocidad media de trayectoria (um/s) 107,3 102,5 7,8 ns
Velocidad curvilinea lentos (um/s) 15,0 16,1 4,5 ns
Velocidad curvilinea medios (um/s) 36,3 37,0 50 ns
Velocidad curvilinea rapidos (um/s) 137,0 134,0 3,5 ns
Velocidad rectilinea lentos (um/s) 7,0 9,2 2,0 0,09
Velocidad rectilinea medios (um/s) 23,3 24,0 3,4 ns
Velocidad rectilinea rapidos (um/s) 103,1 100,0 50 ns
Velocidad promedio lentos (um/s) 8,4 11,0 2,4 ns
Velocidad promedio medios (um/s) 26,0 26,2 4,0 ns
Velocidad promedio rapidos (um/s) 114,0 109,0 6 ns
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9. DISCUSION

La hora de la colecta de semen con vagina artificial no modificé la conducta sexual ni
la calidad del semen de los carneros. De acuerdo al patron de variacion diario en la
concentracion de testosterona, hormona relacionada tanto con la conducta como con
la calidad del semen de los carneros, se esperaba que los resultados fueran
superiores al anochecer, sin embargo, esta hipétesis no pudo ser comprobada. No
obstante, hubo una tendencia a un mayor nimero de acercamientos laterales del
carnero hacia la hembra y un mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva y velocidad rectilinea de espermatozoides lentos cuando la colecta se
efectud al anochecer.

La habituacién de los carneros a las colectas en la mafiana, practica comun en la
mayoria de establecimientos y en estos carneros en particular, pudo influir en las
respuestas obtenidas. En humanos, por ejemplo, la acrofase de testosterona se
presenta en la mafiana, pero no se asocia con el momento de mayor actividad sexual,
la cual ocurre mayoritariamente a la hora de dormir. Diversos estimulos ambientales
y la habituacion a los horarios de las actividades cotidianas (trabajo, tiempos de ocio,
momentos para socializar) muchas veces no se corresponden con los ciclos
endogenos (Refinetti, 2005). En este sentido, es posible que el manejo al que estaban
acostumbrados estos carneros haya producido un efecto de habituacion en los
mismos, que pudo haber enmascarado los efectos que los patrones enddgenos, en
este caso el patron de variacion diario de testosterona, presumiblemente tengan sobre
las variables estudiadas.

El patron de variacion diario de la concentracion de testosterona de los carneros,
independientemente de la estacion del afio, se presenta ~9 h después del amanecer
(entre las 15:00-16:00 h) (Pinto-Santini et al., 2022). En el presente trabajo la colecta
se efectud al anochecer, es decir, después de la hora en que se reporta la acrofase
de la testosterona en la especie. Probablemente, colectas vespertinas, mas cercanas
al atardecer, permitirian evidenciar el posible efecto de la testosterona en las variables
evaluadas. No obstante, independientemente del patrén de variacién diario de la
concentracion de testosterona, la estacionalidad reproductiva puede también ser parte
de la explicacion de los resultados obtenidos. En ese sentido, la concentracion de
testosterona, independientemente de la hora del dia, es superior en la estacion
reproductiva que en la estacidén no reproductiva (Pérez-Clariget, Forsberg, Lopez, &
Castrillejo, 1998). Lo anterior podria significar que, durante la estacion reproductiva,
los patrones de variacion diarios, aunque existentes, revisten menor importancia en la
modulacion de la actividad reproductiva de los carneros que en otros momentos del
afno.

Por ultimo, es importante destacar que los resultados de calidad seminal, aunque solo
fueron una tendencia, van en la misma direccion de lo reportado previamente por
Orihuela et al. (2023). En dicho trabajo, se reporta un ligero aumento tanto en motilidad
progresiva de los espermatozoides como en velocidad rectilinea de espermatozoides
lentos en colectas efectuadas en el horario vespertino mediante EE.

29



10. CONCLUSION

Durante la estacion reproductiva, la hora de la colecta de semen con vagina atrtificial
no modific6 el comportamiento sexual ni la calidad seminal de los carneros. Sin
embargo, se observé una tendencia a un mayor despliegue de la conducta sexual
(acercamientos laterales) y sobre la cinética de los espermatozoides (motilidad
progresiva y velocidad rectilinea lenta de los mismos) al anochecer. Los cambios no
permiten sugerir modificar la hora de colecta en la especie.
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