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RESUMEN

En la primer fase experimental se realizaron dos experimentos para determinar si es
posible inducir actividad sexual en las cabras durante el estacional mediante la introduccion de
machos, los cuales fueron previamente inducidos a un estado de intensa actividad sexual
mediante un tratamiento con dias largos y melatonina. En el primer estudio, un grupo de
machos cabrios (Control; n=7) percibieron las variaciones naturales del fotoperiodo, mientras
que el otro grupo (DL+M; n=7) fue expuesto a 2.5 meses de dias largos (16 horas de luz por
dia) a partir del 1 de noviembre de 1997. El 16 de enero de 1998 cada macho de este grupo
recibié dos implantes de melatonina (18 mg cada uno). Dos meses mas tarde (el 15 de marzo
de 1998), dos grupos de hembras anovulatorias de dos rebanos diferentes y previamente
separadas de los machos fueron puestos en contacto con ellos. Un grupo de hembras (n=34)
fue puesto en contacto con 4 machos Control, mientras que el otro grupo de hembras (n=40)
fue puesto en contacto con 4 machos DL+M. Las actividades estral y ovulatoria fueron
determinadas desde la introduccién de los machos (dia 1) hasta el dia 35. De las hembras
expuestas a los machos Control, Unicamente 2 hembras ovularon y ninguna manifesto
conducta de estro durante los 35 dias del estudio. En contraste, todas las hembras (40 de 40)
estimuladas con los machos DL+M ovularon y mostraron al menos un estro durante los
primeros 11 dias que siguieron a la introduccion de los machos (Fisher;p<0.001). En total, 38
de las 40 hembras estimuladas con los machos DL+M fueron diagnosticadas gestantes al dia
35 basandose en el analisis de progesterora, contra O del grupo estimulado con los machos
Control (Fisher, p<0.001). Para confirmar que el efecto macho encontrado en el rebaiio
estimulado con machos DL+M no era debido a una diferencia de respuesta entre los dos
rebafios, el experimento se repitié el afio siguiente, utilizando solamente el rebaiio estimulado
con machos Controles el primer aiio. Para este estudio, se utilizaron 66 hembras que fueron
divididas en dos grupos de 33 hembras cada uno. Los tratamientos y las condiciones
experimentales fueron idénticas a las del experimento anterior. En los primeros 14 dias, 27 de
33 hembras mostraron comportamiento de estro en el grupo estimulado con machos DL+M,
contra 1 del grupo estimulado con los machos Control (X* ; p<0.001). Con base en estos dos
estudios se concluye que tratando los machos con dias largos y melatonina se incrementa su
capacidad para inducir actividad sexual en las hembras anovulatorias durante el anestro.
Ademas, se demuestra que la ausencia de respuesta de las hembras al efecto macho durante el
anestro no es debido a una incapacidad de las hembras, sino mas bien a una insuficiente
estimulacion por parte del macho.

La segunda fase experimental se realizo para determinar si la exposicidn de los machos
a dias largos unicamente, es suficiente para inducir su actividad sexual durante la primavera.
En este estudio se utilizaron 24 machos cabrios Criollos repartidos en tres grupos de 8
animales cada uno. Los machos del grupo Control percibieron las variaciones naturales del
fotoperiodo (20°N). Los machos del grupo DL+M fueron expuestos a 2.5 meses de dias largos
(16 horas de luz por dia) a partir del 1 de noviembre de 1998. Posteriormente, el 16 de enero
de 1999 cada macho de este grupo recibié dos implantes de melatonina (18 mg cada uno). Los
machos del grupo DL fueron sometidos a dias largos durante todo el estudio (1 de noviembre
de 1998 al 15 de junio de 1999). El peso corporal y el peso testicular fueron evaluados cada 15
dias, mientras que la testosterona y prolactina fueron evaluadas semanalmente. El 14 de abril
de 1999, cada macho fue individualmente expuesto durante 25 minutos a 3 hembras que no
mostraban comportamiento de estro (no receptivas). En cada ocasion se evaluo el numero de
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inspecciones nasales, aproximaciones, intentos de monta y montas. Dos dias mas tarde (el 16
de abril de 1999), los machos fueron expuestos nuevamente a 3 hembras que fueron inducidas
artificialmente al estro (receptivas) y las mismas conductas fueron registradas. En el anilisis
del peso corporal y del peso testicular no se encontraron diferencias significativas entre los
tres grupos, sin embargo se observd un efecto significativo del tiempo, asi como una
interaccion entre grupo x tiempo del experimento (ANOVA; p<0.001). En las concentraciones
plasmaticas de testosterona, el ANOVA reveld un efecto significativo del tiempo y una
interaccion tiempo x grupo (p<0.001). En la secrecion de prolactina el ANOVA revelé un
efecto significativo del tiempo sobre la secrecion de prolactina en los tres grupos (p<0.001).
También existié una interaccidn entre grupo x tiempo del experimento (ANOVA; p<0.001).
En cuanto al comportamiento sexual de los machos con hembras no receptivas, los machos de
los grupos DL+M y DL mostraron un mayor numero de inspecciones nasales y
aproximaciones que los machos Control (X*; p<0.01). De igual manera cuando los machos
fueron expuestos a hembras en estro, los machos DL+M y DL mostraron un mayor nimero de
olfateos, aproximaciones y montas con eyaculacion que los machos Control (X?; p<0.01). Se
concluye que el tratamiento con dias largos Gnicamente, es un método tan efectivo e incluso
superior al tratamiento de dias largos y melatonina, para inducir actividad sexual en los
machos cabrios Criollos durante ¢l periodo de inactividad sexual.



SUMMARY

In the first experimental phase two experiments were conducted to determine whether
sexual activity can be induced in seasonally breeding Mexican Creole goats during seasonal
anestrus, by exposing them to bucks previously brought into intense reproductive activity by a
treatment of long day and melatonin implants. In the first study, one group of male goats
(Control; n=7) perceived the natural variations of photoperiod, whilst group of males (DL+M;
n=7) was subjected to 2.5 months of long days (16 h light/8 h dark) started on November 1
1997 and received two subcuta.neous implants of melatonin (18 mg each) in January 15™ 1998,
Two months later (march 15" 1998), two different flocks of anovulatory goats previously
separated from bucks were exposed to them. One group of females (n=34) was exposed to 4
Control males whilst the other group of females (n=40) was exposed to 4 DL+M males.
Progesterone assays and estrous behavior were used to determine ovarian and behavioral
responses of the females from the male introduction until day 35, Of the goats exposed to
Control males, only 2 ovulated and none showed estrous behavior during the 35 day study. In
contrast, all females (40/40) in contact with SA males ovulated and showed at least one
estrous behavior during the first 11 days following male introduction (Fisher; p<0.001).
Overall, 38 of 40 females stimulated with SA bucks were diagnosed pregnant at day 35,
according to progesterone assay (versus 0 in SI-treated group: Fisher; p<0.001). To control for
a possible difference of responsiveness between flocks, the experiment was repeated one year
later using a single flock that the previous year was stimulated with Control males. In this
study, 66 female goats were used y divided in two groups of 33 females each. The treatment
and experimental conditions were identical to those of experiment 1. In the first 14 days, 27 of
33 females showed estrus behavior in the group stimulated with DL+M males (versus 1 in the
group stimulated with Control males; Fisher; p<0.001). Its conclude that treating bucks with
long days and melatonin increased their teasing capacity to induce sexual activity in female -
goats during the anestrus. These results indicate that the absence of response to teasing at this
time of the year is not due to female unresponsiveness, but to insufficient stimulation from the

male.

The second experimental phase was carried out to determine if the exposition of male
goats to only long days is sufficient to induce sexual activity during the spring. In this study,
24 Creole male goats were divided in three groups of 8 animals each. The Control males
perceived the natural variation of photoperiod (19°N). The DL+M males was subjected to long
days (16 hrs light) for 2.5 months starting on November 1%, followed by melatonin implants
(36 mg). The DI bucks were submitted to artificial long days during the whole study
(November 1 1998 to June 15" 1999). The body weight and testicular weight were evaluated
each 15" days whilst the testosterone and prolactin concentration were determined weekly.
On April 14" each buck was individually exposed to 3 non-receptive females for 25 minutes
and the smfﬁng, nudging, mount attempts, mounts with and without ejaculation were
recorded. Two days later (April 16™) the males were exposed to 3 estrus amﬁma]ly induced
goats and their sexual behavior was recorded again. No differences were found in the body
weight or testicular between the three groups. However, a significant effect of time and an
interaction were found (ANOVA,; p<0.001). In the testosterone concentrations the ANOVA
reveled a significant effect of the time and an interaction time x group was found (p<<0.001). In
prolactin plasma concentrations the ANOVA reveled a significant effect of time (p<0.001) and
an interaction time-group (p<0.001). When the bucks were tested with non-receptive females,
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the DL+M and DL males showed a higher number of sniffing and nudging that Control males
(X2, p<0.01). Also, when the bucks were exposed to estrus females, the DL+M and DL bucks
showed more sniffing, nudging and mounts with ejaculation that Control males (X%, p<0.01).
These results provide evidence that a treatment with only artificial long days is as effective as
or even better than a treatment using long days and melatonin for inducing sexual activity in
Mexican Creole bucks during the spring period of seasonal sexual inactivity.
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INTRODUCCION

Para la mayoria de las especies silvestres, la perpetuacion de los genes del individuo
constituye uno de los objetivos esenciales de la reproduccion, la cual se desarrolla bajo la
influencia del medio ambiente. Este medio ambiente interactiia con el potencial genético de
los individuos, determinando los momentos mas propicios del afio para que la reproduccion se
lleve a cabo. Asi, los pequefios mamiferos silvestres utilizan diversos factores del medio
ambiente como seflal para iniciar o terminar su actividad sexual. En las zonas tropicales,
donde las variaciones en las condiciones climaticas no son tan marcadas durante el afio, los
mamiferos han desarrollado una estrategia de tipo oportunista. Esto les permite iniciar su
actividad sexual cuando los factores ambientales son favorables a ella: alimentacion,
temperatura, presencia de individuos del sexo opuesto, entre otros (Bronson y Heideman,
1994). Por el contrario, en las zonas templadas, existe la necesidad de criar a los jovenes
durante el periodo mas favorable del afio, lo que ha conducido a la mayoria de las especies
silvestres a limitar el periodo de nacimientos al final del invierno e inicio de la primavera
cuando !a temperatura es menos drastica y existe mayor disponibilidad de alimento (Boissin et
al., 1980; Ortavant et al., 1985). La domesticacion ha conducido a una pérdida casi completa
de esta adaptacion en algunas especies coma los bovinos y porcinos, pero ha sido retenida en
muchas razas de ovinos, caprinos y equinos, dando como resultado que estas especies
presenten una actividad sexual de tipo estacional (Malpaux et al., 1996). Asi, la mayoria de las
razas de ovinos y caprinos originarios de latitudes templadas son sexualmente activos durante
el otofio-invieno y los nacimientos ocurren durante la primavera después de 5 meses de

gestacion.



Diversos estudios han demostrado que en estas latitudes templadas, el fotoperiodo es el
principal factor del medio ambiente que determina el inicio y la duracion de la estacion
reproductiva en estas especies (Yeates, 1949, Hafez, 1952; Thwaites, 1965; Karsch et al,,
1984). La informaciéon fotoperiddica es transmitida al eje reproductivo por medio de la
glandula pineal, a través de la secrecion nocturna de melatonina (Bittman ef af., 1983; Bittman
y Karsch, 1984). Los efectos de la melaicnina sobre la reproduccion son mediados por
cambios en la secrecion pulsatil de GnRH a nivel hipotalamico (Viguié et al., 1995), los cuales
inducen, a su vez, variaciones en la secrecion de LH a nivel hipofisiario (Bittman et al., 1985).
Estas variaciones son responsables de la ciclicidad o del anestro en dichas especies (Karsch et

al., 1984; Malpaux ef al., 1993).

La mayoria de los estudios sobre el fenémeno de la estacionalidad reproductiva han
sido realizados en ovinos y caprinos de climas templados, donde las variaciones anuales del
fotoperiodo son muy marcadas. Sin embargo, en las regiones subtropicales, donde las
variaciones del fotoperiodo no son tan marcadas, se ha observado también la existencia de un
comportamiento sexual estacional en algunas razas de estas especies. En estas latitudes, la
alimentacion es considerada como un factor muy importante para el control del ciclo anual de
reproduccion de estas especies (Restall 1991, Walkden-Brown er al, 1994). Sin embargo,
recientemente se demostré que en subtropico Mexicano, especificamente en la Comarca
Lagunera (26°N), los caprinos alimentados adecuadamente, también manifiestan variaciones
estacionales de su actividad sexual. Esta estacionalidad ha sido observada tanto en las hembras
(Duarte, 1999) como en los machos (Delgadillo ez al., 1999), independientemente del sistema
de explotacion. Los periodos de anestro en las hembras y de reposo sexual en los machos

coinciden con la época de sequia, y por consiguiente con una baja disponibilidad de alimento.



Por ello, se sugirid que la alimentacion era el factor responsable de las variaciones de la
actividad sexual de los caprinos de la region (Saenz-Escarcega ef al., 1991). Sin embargo, en
los animales estabulados y alimentados adecuadamente, se observaron también variaciones
estacionales en la actividad sexual. En las hembras, el periodo de anestro ocurrié de febrero a
julio (Duarte, 1999), mientras que en los machos, el periodo de reposo sexual fue observado
de enero a abril (Delgadillo ef al,, 1999). Esto sugirié que la alimentacién no era el factor
responsable de la estacionalidad reproductiva. Es posible que otro factor, como el fotoperiodo
sea el responsable de estas variaciones. Al respecto, Duarte et al. (1999) y Delgadillo et al.
(2000) demostraron que los caprinos de la Comarca Lagunera son sensibles a las variaciones

del fotoperiodo, al inducir actividad sexual manipulando las variaciones del fotoperiodo.

Independientemente de la latitud y de las razas explotadas, la existencia de un
comportamiento sexual estacional es una desventaja en cualquier proceso productivo, por lo
cual se han desarrollado técnicas que permiten controlar la reproduccion de los ovinos y
caprinos. Sin embargo, estés técnicas han sido desarrolladas en razas originarias de latitudes
templadas y a la fecha existen muy pocos estudios sobre la fisiologia reproductiva de los
caprinos, asi como de su respuesta a diferentes tratamientos fotoperiodicos en estas latitudes
subtropicales y tropicales de México. Por ello, en el norte de México (26° N), se han
desarrollado técnicas para inducir la actividad sexual durante la €época de anestro o reposo
sexual. Una de estas técnicas es la aplicacion de 2.5 meses de dias largos artificiales, seguidos
de la aplicacién subcutanea de 2 implantes de melatonina. Estos implantes secretan cantidades
constantes de melatonina durante aproximadamente 90 dias que el animal percibe como dias
cortos. Mediante este tratamiento, los niveles plasmaticos de testosterona, peso testicular y la

libido se incrementan alcanzando sus niveles maximos después de 2 meses de la



administracion de la melatonina (Carrillo ef al., 1997, 1999). De tal manera que sometiendo a
los machos a dias largos a partir del 1 de noviembre y aplicando los implantes de melatonina
2.5 meses después, se logra obtener machos sexualmente activos a mediados de marzo, época

que corresponde al periodo natural de inactividad sexual de dicha raza.

Por otro lado, en las hembras es posible inducir la actividad sexual mediante la
introduccion de machos a un grupo de hembras las cuales fueron separadas previamente de
ellos, fenémeno conocido como “efecto macho”. Sin embargo, la utilizacién del efecto macho
en razas estacionales, como las explotadas en México, esta limitada al inicio o final de la
estacion sexual (Chemineau, 1987). A la mitad del anestro, cuando la mayoria de las hembras
estan anovulatorias, la introduccion de machos es insuficiente para inducir la actividad sexual
en dichas hembras (Mellado y Hernandez, 1996). Esto puede deberse a dos factores, por un
lado puede ser debido a la incapacidad de las hembras para ser estimuladas por el macho, o
bien puede ser debido a una inadecuada estimulacion por parte del macho, el cual durante esta
época también disminuye enormemente su actividad sexual y por ende su comportamiento

sexual, asi como la produccién de sus respectivas feromonas.

La primer fase experimental se realizd para determinar si es posible inducir la actividad
sexual en las cabras durante el anestro mediante la introduccion de machos, previamente
inducidos a un estado de intensa actividad sexual mediante un tratamiento de exposicién a dias
largos en instalaciones abiertas y la administracion de melatonina.

La segunda fase experimental se realizé para determinar si la exposicion a dias largos

unicamente, es suficiente para inducir actividad sexual en los machos cabrios durante la

primavera.



ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

L. Estacionalidad reproductiva de ovinos y caprinos eriginarios de zonas templadas

La mayoria de las razas ovinas y caprinas originarias de latitudes templadas (>40°),
manifiestan variaciones estacionales en su actividad reproductiva. Estas variaciones en la
actividad sexual son observadas en ambos sexos (Ortavant ef a/., 1985). En las hembras no
gestantes, el periodo de inactividad sexual o anestro estd frecuentemente asociado con la
ausencia de ovulacioén, mientras que la estacion sexual se caracteriza por la sucesion de ciclos
estrales y ovulatorios cada 16-18 dias en la oveja {Thimonier y Mauléon, 1969) y cada 18-21
dias en la cabra (Chemineau ef al., 1992). Por ejemplo, en las hembras ovinas de las razas lle-
de-France y Suffolk, el periodo natural de actividad sexual se presenta de septiembre a
febrero, mientras que el periodo de anestro se observa de marzo a agosto (Thimonier y
Mauléon, 1969; Karsch ef al., 1984) en el hemisferio norte. En las hembras caprinas
originarias de estas latitudes, también se han observado variaciones estacionales en su
actividad sexual. Por ejemplo, en las hembras de la raza Alpina, el periodo natural de actividad
reproductiva ocurre de septiembre a marzo y el periodo de anestro de abril a agosto

(Chemineau et al., 1992a).

En los machos de estas dos especiss, la libido, el peso testicular y la produccién
espermatica varian igualmente a lo largo del afio. En los carneros de la raza [le-de-France, asi
como en los machos cabrios Alpinos, el peso testicular y la produccion espermatica son mas

elevados en otofio que en primavera (Dacheux ef al., 1981; Delgadillo et af., 1991).



En ambos sexos, las variaciones de la actividad sexual se producen como consecuencia
de los cambios en la secrecion de las gonadotropinas: hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculoestimulante {FSH) (Karsch ef al., 1984). En efecto, la secrecion pulsatil, asi como la
concentracion plasmatica de LH son mas elevados en otofio que en primavera (Lincoln y

Short, 1980; Karsch ef al., 1984; Delgadillo y Chemineau, 1992).

Estas variaciones estacionales de la actividad sexual de los ovinos y caprinos
originarios de las zonas templadas son debidas a las variaciones del fotoperiodo a través del
afio. La actividad reproductiva se inicia cuando los dias se acortan y es inhibida cuando los
dias se alargan, por lo que la actividad reproductiva de estas especies se presenta en otofio e
invierno, independientemente del hemisferio en que se encuentran los animales (Hafez, 1952;

Ortavant et al., 1964).

IL. Control fotoperiddico de la estacionalidad reproductiva

De los factores del medio ambiente, ¢l fotoperiodo es el factor principal que sincroniza
la actividad sexual de los ovinos y capri..os originarios de zonas templadas (Karsch ef al,
1984, Chemineau et al, 1992a; Malpaux ef al., 1993). Desde hace muchos afios se demostré la
influencia del fotoperiodo sobre la reproduccion de los ovinos al transferir ovejas del
hemisferio norte al hemisferio sur, o bien al someter a los animales del hemisferio norte a
regimenes luminosos que reproducen las variaciones del fotoperiodo del hemisferio sur. En
ambos casos, la estacion sexual fue desplazada seis meses y se presentd siempre después del

solsticio de verano (Marshall, 1937, Yeates, 1949; Twaites, 1965; Alberio, 1976). Esta



respuesta se manifesté también cuando los animales fueron sometidos a un régimen
fotoperddico que reprodujo en seis meses las variaciones anuales del fotoperiodo y que
provoco la aparicion de dos estaciones sexuales durante el afio (Mauléon y Reugeot, 1962). En
los machos ovinos tratados de la misma forma se presentaron dos periodos de crecimiento
testicular y dos de regresion por afio (Lindsay ef al., 1984). De la misma manera, la alternancia
de 3 6 4 meses de dias largos con 3 6 4 meses de dias cortos provocaron también la alternancia
de periodos de actividad y de inactividad sexual (Legan y Karsch, 1980; Ravault y Thimonier,
1988). En ovinos, la administracion de un fotoperiodo artificial que semeja dias cortos es
seguida por un inicio de la actividad ovulatoria en las hembras y de un crecimiento testicular
en los machos. La actividad ovulatoria inicia unicamente después de 40 a 60 dias de
exposicion a dias cortos (Karsch ef al.,, 1984), mientras que el crecimiento testicular empieza
después de 30 a 40 dias de exposicion a este fotoperiodo estimulante (D’Occhio et al., 1984).
En ambos casos, la exposicion a dias largos es seguida por una inhibicion de la actividad

reproductiva después de 20 a 30 dias (D’Occhio ef al., 1984, Lincoln, 1979).

2.1. Fotorefractariedad e historia fotoperiédica

Tradicionalmente los ovinos y caprinos han sido clasificados como animales de dias
cortos, debido a que su actividad reproductiva comienza cuando la longitud del dia disminuye,
y porque su exposicion a dias cortos artifi~iales estimula su actividad reproductiva (Legan y
Karsch, 1980). Sin embargo, €l ciclo reproductivo de los ovinos y caprinos es mas complicado

que una estacion reproductiva que resulta de los efectos estimulantes de dias cortos y una



estacion de anestro o inactividad sexual causada por los efectos inhibitorios de dias largos

(Malpaux et al., 1993).

Existen estudios que sugieren que ¢l inicto de la estacion reproductiva no se debe
directamente a una reduccion en la duracion del dia que ocurre después del solsticio de verano
(Robinson er al., 1985; Worthy et al., 1985). Por el contrario, la época reproductiva comienza
espontaneamente en concordancia con una pérdida de respuesta a los efectos inhibitorios de
los dias largos del verano (Malpaux er al., 1989). Por ejemplo, en los machos ovinos
mantenidos en condiciones naturales, el crecimiento testicular, el cual es un reflejo de la
actividad sexual, inicia poco antes del solsticio de verano, es decir, antes que los animales
puedan percibir un fotoperiodo decreciente (Pelletier y Ortavant, 1967). De igual manera, en
las ovejas sometidas a dias largos constantes a partir del solsticio de verano, la estacién sexual
comienza al mismo tiempo que en las ovejas mantenidas en un fotoperiodo natural (Robinson
et al., 1985). De esta manera, la disminucioén en la duracion del dia que ocurre después del
solsticio de verano no parece ser determinante para el inicio de la estacion reproductiva. En
ese momento del afio, los animales parecen haberse vuelto refractarios a los efectos
inhibitorios de los dias largos (Malpaux ef a/,, 1993). Lo mismo sucede en las ovejas
expuestas a un fotoperiodo creciente a partir del equinoccio de primavera (Malpaux ef al,

1989).

Para el caso del final de la estacién sexual, la misma conclusion puede aplicarse.
Cuando los animales son mantenidos en dias cortos constantes después del solsticio de
invierno, o son expuestos a un fotoperiodo continuamente decreciente a partir del equinoccio

de otofio, estos animales terminan su actividad sexual de manera simultanea con las ovejas



testigo (Worthy y Haresing, 1983; Robinson y Karsch, 1984; Malpaux ef al., 1988). Se dice
entonces que los animales se han vuelto refractarios a los efectos estimulantes de los dias
cortos (Malpaux et al., 1993). Estos reportes sugieren que el inicio y el final de la estacién
reproductiva son procesos obligatorios aue no pueden ser evitados, pero si acelerados,
mediante modificaciones en el fotoperiodo. Esta aparente fotorefractariedad, al parecer es una
expresion de un ritmo enddgeno de reproduccion (Malpaux ef al., 1989). La existencia de un
ritmo endégeno ha sido demostrada tanto en ovinos como en otras especies mediante la
utilizacion de animales expuestos a dias cortos o largos constantes durante varios afios, los
cuales continlan mostrando periodos alternos de reposo y actividad sexual (Ducker ef al,,
1973: Howles et al., 1982; Karsch ef al., 1989, Thimonier,1989). Sin embargo, estos periodos
estan desincronizados tanto entre los animales sometidos a dichos fotoperiodos artificiales,
como con los animales en fotoperiodo natural. La duracion de estos ciclos endogenos varia
generalmente entre 8 y 10 meses. Por ejemplo, las ovejas Suffolk expuestas a dias cortos
constantes muestran variaciones en la secrecion de LH que no estan sincronizadas entre los
animales, caracterizados por tener una duracion diferente a 1 afio (Karsch ez al., 1989). Por lo
tanto, el papel del fotoperiodo en condiciones naturales, seria probablemente el de sincronizar

el ritmo endogeno de reproduccion, ajustandolo a un afio.

Es importante sefialar que la percepcion del fotoperiodo durante ciertas épocas del afio,
podria ser suficiente para sincronizar el ritmo endogeno de la reproduccion. Asi, en la oveja,
los resultados de varios experimentos {(Malpaux et al., 1989; Malpaux y Karsch, 1990; Wayne
et al., 1990; Woodfill er al., 1991) sugieren que los dias largos de primavera son importantes

en el control del ritmo endogeno de reproduccion y, particularmente, en el inicio de la estacion
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sexual al final del verano. Posteriormente, los dias cortos serian necesarios para mantener esta

actividad.

2.2. Mecanismos fisiolégicos de accion del fotoperiodo

La influencia del fotoperiodo sobre la reproduccion se efectia mediante dos
mecanismos complementarios, uno independiente de los esteroides secretados por las gonadas,

y el otro dependiente de estas hormonas (Pelietier y Ortavant, 1975; Robinson ef al., 1985).

Un efecto directo del fotoperiodo ha sido demostrado merced a estudios de las
variaciones estacionales de la LH en machos ovinos castrados. Asi, los niveles de LH son mas
elevados cuando los machos son sometidos a dias cortos (8 horas de luz/dia) que cuando son
sometidos a dias largos {16 horas de luz/dia; Pelletier y Ortavant, 1975). Igualmente, en las
hembras ovinas ovariectomizadas el intervalo entre cada pulso de LH varia de 70 minutos en
junio a2 40 minutos en noviembre, mes que corresponde al periodo de actividad sexual de las
hembras intactas (Montgomery ef al., 1985, Robinson et al., 1985). Por lo tanto, en ausencia

de esteroides gonadales, estas variaciones son controladas Unicamente por las variaciones del

fotoperiodo.

Por otro lado, durante el afio existen cambios en la sensibilidad del eje hipotalamo-
hipofisiario a la retroalimentacién negativa de las hormonas gonadales en la secrecién de
gonadotropinas (Legan ef al., 1977; Lincoin y Short, 1980; Karsch ez al., 1984). En el macho,
la testosterona ejerce una accion inhibitoria sobre la secrecion de LH (Muduuli er af., 1979;

Almeida y Pelletier, 1988; Sanford y Ponzilius, 1989; Delgadillo y Chemineau, 1992). En
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cambio, en la hembra el estradiol ejerce una accidn estimulante (retroalimentacion positiva) o
inhibitoria (retroalimentacion negativa) sobre la secrecion de LH (Legan ef al., 1977, Mori ef

al., 1987, Chemineau et al., 1988), dependiendo de la fase del ciclo estral.

La gonadectomia en el macho y en la hembra (ausencia de andrdgenos y de estrégenos,
respectivamente), provoca un aumento en la secrecion de LH (Schanbacher, 1980;
Montgomery et al., 1985). Este aumento en la secrecidon de gonadotropinas se puede reducir
mediante la administracion de testosterona en el macho o de estradiol en la hembra (Pelletier y
Ortavant, 1975; Legan et al., 1977, D'Occhio ef al., 1982; Martin et al., 1983; Robinson ef al.,
1985; Montgomery et al., 1985). Sin embargo, en los machos ovinos castrados y tratados con
testosterona o estradiol, la respuesta a la acrion inhibitoria de los androgenos varia segun la
duracion del dia (Pelletier y Ortavant, 1975). La disminucion de la LH, después de la
aplicaciéon intramuscular de una dosis de 200 mg de testosterona, es mas importante si los
animales se encuentran sometidos a dias largos que si se encuentran sometidos a dias cortos.
Esto se debe a que durante los dias largos, 1a sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario a la
retroalimentacion negativa de la testosterona se incrementa, y por lo tanto la secrecion de LH
disminuye. En cambio, durante los dias cortes, esta sensibilidad disminuye, originando un
incremento en la concentracion plasmatica de LH (Pelletier y Ortavant, 1975; Almeida y

Pelietier, 1988).

En la hembra sucede algo similar. Por ejemplo, en las hembras ovinas castradas de la
raza Suffolk, la insercion durante la estacion sexual de un implante subcutineo que libera
cantidades constantes de estradiol, reduce la amplitud de los pulsos de LH, y aumenta la

frecuencia de los mismos (Legan ef al., 1977, Goodman y Bittman, 1982; Karsch et al., 1984;
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Robinson ef al., 1985). Esto se debe a que durante la estacion sexual, existe una baja
sensibilidad del eje hipotdlamo-hipofisiario a la retroalimentacion negativa del estradiol. Sin
embargo, cuando el implante es insertado durante la estacion de reposo sexual, disminuye
considerablemente la frecuencia de los pulsos de LH y aumenta su amplitud, debido a que en
esta estacion existe una alta sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario a la retroalimentacion

negativa del estradiol (Goodman y Bittman, 1982; Robinson ef al_, 1983).

Lo anterior demuestra que los cambios en la sensibilidad del eje hipotalamo-
hipofisiario a la retroalimentacion negativa del estradiol en la hembra y a la testosterona en el
macho, constituyen el mecanismo principal responsable de la reproduccion estacional en

animales intactos.

2.3. La glandula pineal y la traduccion de la informacion fotoperiddica en mensaje

hormonal

En los mamiferos, la informacion fotoperiddica es recibida por la retina y transmitida
por via nerviosa a la glandula pineal en varias etapas. La importancia de los receptore§
retinales en el control fotoperiddico de la reproduccion ha sido demostrado en el hamster
(Hoffman y Reiter, 1965), en el hurdén (Herbert er al., 1978) y en la oveja (Legan y Karsch,
1983). La enucleacidn del globo ocular hace a las ovejas insensibles a la accion del
fotoperiodo, lo que permite sugerir que los mamiferos necesitan de la vision para transmitir la
informacidn fotoperiodica del ambiente al sistema reproductivo, y que la via de transmision en
la oveja (especie de reproduccion en dias cortos) es esencialmente similar a aquelia del

hamster, un animal de reproduccion de dias largos (Legan y Karsch, 1983).



13

La informacion fotoperiddica es transmitida, en primer lugar, de la retina a los nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) a través de la via monosinaptica retino-hipotalamica (Herbert ef al.,
1978; Legan y Winans, 1981). En los NSQ, al parecer, se encuentra el oscilador circadiano
maestro, el cual controla el ritmo circadiano endogeno de la secrecion de melatonina y la
transicion del estimulo luminoso a los nuicleos paraventriculares (NPV), a la columna de
células intermediolaterales situada en la médula toracica y, posteriormente, a los ganglios
cervicales superiores (Lincoln, 1979; Swansoﬁ y Kuypers, 1980; Klein et al., 1983), llegando
la sefial finalmente a la glandula pineal a través de las neuronas simpaticas postganglionares.
La estimulacién nerviosa es recibida por receptores adrenérgicos localizados en la membrana
celular de los pinealocitos y luego transformada en un mensaje enddcrino, la secrecion de

melatonina (Ver Figura 3; Arendt, 1995).

La importancia funcional de estas vias fotoneuroendécrinas fue demostrada
experimentalmente en la rata, admitiéndose que éstas son similares en el resto de los
mamiferos. En los ovinos, se ha aceptado igualmente la existencia de una via
retinohipotalamica (Legan y Winans, 1981). El papel de la retina, de los ganglios cervicales
superiores y los nicleos supraquiasmaticos se establecié al demostrar que la lesién de estas
estructuras modificaba la respuesta al fotoperiodo (Lincoln, 1979; Domanski e al., 1980;
Legan y Karsch, 1983). Asi, los carneros de la raza Soay sometidos a una alternancia de
periodos de 16 semanas de dias largos y 16 semanas de dias cortos, manifestaron periodos
cortos de actividad sexual que estuvieron sincronizados entre los animales y cuya duracién fue
de aproximadamente 32 semanas. Sin embargo, después de la gangliectomia cervical superior,

el peso testicular se mantuvo constante (Lincoln, 1979).
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Considerando que la glandula pineal carece de proyecciones nerviosas, su influencia
sobre las funciones fisiologicas se ejerce a través de la principal hormona secretada por la
glandula que es la melatonina, la cual traduce los efectos del fotoperiodo sobre la funcidn
reproductiva (Malpaux et al., 1997). De esta manera la glandula pineal es el punto final de la
via nerviosa proveniente de los 0jos y el punto inicial de la transformacién de la informacion

fotoperiodica en un mensaje hormonal ( Malpaux et al., 1993).
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Figura 1. Representaciéon esquemidtica de los mecanismos que controlan la sintesis de
melatonina. Primeramente la informacion luminosa es recibida por la retina y de ahi
transmitida a los micleos supraquismaticos (NSQ) a través del tracto retino-
hipotalamico. De ahi, la informacion es transmitida via los nucleos paraventriculares
(NPV), cerebro posterior, médula espinal y ganglio cervical superior (GCS) a los
receptores adrenérgicos ol y Bl en la glandula pineal. RH= Retinohipotalamico;
NAT=N-acetiltransferasa; HIOMT=Hidroxindol-0-metiltransferasa,
NA=noradrenalina (Tomado de Arendt, 1995).
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2.4, Importancia de la glindula pineal y de la secreciéon de melatonina

Actualmente no hay duda de que la glandula pineal es el principal érgano encargado de
traducir la informacion fotoperiddica a través de la secrecidn de una de sus principales
hormonas, la melatonina (Turek y Campbell, 1979, Reiter, 1980; Karsch ef al., 1984; Arendt,
1995). Esto ha sido demostrado en muchos mamiferos, por ejemplo, la pinealectomia realizada
en el hamster, hurén, rata y la yegua (animales de reproduccion de dias largos) los hace

insensibles al fotoperiodo (Thorpe y Herbert, 1976; Sharp er al., 1979).

En los ovinos, Lincoln (1979) fue el primero en demostrar la participacion de la
glandula pineal en la percepcidn de la longitud del fotoperiodo. Este autor demostrd que la
denervacion de la glandula pineal, o remocion del ganglio-cervical superior, destruye la
habilidad de los carneros Soay para responder a los cambios del fotoperiodo artificial. Asi,
cuando los animales gangliectomizados fueron expuestos a periodos alternos de 4 meses de
dias largos y 4 meses de dias cortos, estos machos no presentaron ciclos sincronizados de
crecimiento y regresion testicular, los cuales si fueron observados en los animales intactos
utilizados como testigos. Por otro lado, Bittman er a/. (1983) demostré que la pinealectomia
realizada en ovejas Sulffok ovariectomizadas y tratadas con un implante de estradiol, las hizo
incapaces de mostrar cambios importantes en la concentracion de LH que se observaron en los
animales con pineal intacta después de cada cambio en el fotoperiodo. Aunque Jos niveles de
LH en los animales pinealectomizados permanecieron fluctuantes, los cambios no estuvieron
sincronizados entre los animales, ni con los cambios del ciclo fotoperiddico (Legan ef al.,
1977). De manera similar, en la cordera prepuber, la pinealectomia o la denervacion de la

glandula retrasa la pubertad, lo cual constituye otra evidencia de que el papel de la glandula
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pineal es la transformacion de la informacion fotoperiodica al eje reproductivo (Kennaway ef

al., 1985; Yellon y Foster, 1986).

La glandula pineal es un 6rgano de notable historia evolutiva. En vertebrados inferiores
(peces y anfibios), la pineal yace cercana a la piel y es directamente fotosensible, por lo que ha
sido denominada como el "tercer 0jo"; mientras que en reptiles y aves, existe una mezcla de
funciones fotoreceptoras y secretoras. Sin embargo, en ninguna de éstas especies, la pineal
tiene una conexion directa con el sistema visual (Arendt, 1995). En los mamiferos, la glandula
pineal es de naturaleza enteramente secretoria y consiste de pinealocitos, los cuales son células
fotoreceptoras modificados que se caracterizan por poseer vesiculas granulosas (Arendt, 1986;
1995). La pineal esta inervada por fibras nerviosas simpaticas provenientes de los ganglios
cervicales superiores (Kappers, 1960). Esta inervacion simpatica es esencial para su funcién
con relacion a la percepcion del ciclo de luz/obscuridad, via la secrecion de melatonina
(Arendt, 1995). Con relacion al peso corporal, la pineal es muy pequefia (50 a 150 mg en el
hombre, 1 mg en la rata y de 80 a 120 mg en el ovino; Arendt, 1986); sin embargo, su flujo

sanguineo por mg de tejido es solamente superado por el rifion.

2.5. Sintesis y liberacién de la melatonina

La melatonina es una hormona secretada por la glandula pineal con un ritmo dia-noche
bien definido (Rollag y Niswender, 1976, Arendt, 1986; Chemineau et al., 1992b). En ovinos
y caprinos, los niveles plasmaticos diurnos son minimos, generalmente indetectables (<5
pg/ml), mientras que los niveles nocturnos son elevados y varian de 100 a 500 pg/ml en ovinos

y de 50 a 150 pg/ml en caprinos (Malpaux et al., 1987; Delgadillo y Chemineau, 1992). Este
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ritmo de secrecion de melatonina es enddgeno, ya que cuando los animales son mantenidos en
obscuridad constante, la secrecién de melatonina sigue siendo ritmica. Sin embargo, la
duracion del ciclo de secrecion en estas condiciones es diferente de 24 horas y no esta
sincronizada entre los animales (Ebling et al., 1988). Por lo tanto, la funcién de la luz es
unicamente la de ajustar este ntmo a un periodo de 24 horas, siendo los nucleos
supraquiasmaticos el reloj endégeno que controla la secrecidn de melatonina (Malpaux et al.,
1997). La duracion de los niveles elevados de melatonina esté determinada por la duracion del

periodo de obscuridad dependiendo de la especie (Arendt, 1998, Chemineau ef al., 1992b).

La melatonina es sintetizada dentro de la glandula pineal, en la retina y, probablemente
en algunos otros sitios. En los mamiferos, practicamente la totalidad de la melatonina que
alcanza la circulacién periférica proviene de la glandula pineal, y la pinealectomia conduce a
una gran reduccion de la melatonina circulante, que en muchos casos liega a ser indetectable

(Arendt, 1998).

La secuencia en la sintesis de melatonina en los pinealocitos incluye sucesivamente al
triptofano, hidroxilacién por la triptofano 5-hidroxilasa a 5-hidroxitriptofano, descarboxilacion
por la descarboxilasa a S-hidroxitriptamina (serotonina), acetilacion por la N-acetil transferasa
a N-acetil serotonina (NAT) y metilacion por la hidroxindol-o-metil-transferasa a melatonina
(Ver Figura 3; Arendt, 1995). La transformacion del triptofano en 5-hidroxitriptofano, por la
enzima triptofano hidroxilasa es una etapa limitante en la sintesis de melatonina, pero la
regulacion circadiana de Ja secreciéon de la hormona se realiza a través de la enzima N-
acetiltransferasa (NAT), que cataliza la transformacion de serotonina en N-acetil serotonina

(Malpaux ef al., 1997). La actividad de la NAT se incrementa de 30 a 70 veces por la noche vy,
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en muchas circunstancias, es la etapa limitante en la sintesis de melatonina (Klein et al.,

1997).

El inicio de la obscuridad es seguido, en la pineal, por un rapido incremento en la
liberacién de noradrenalina proveniente de las terminaciones nerviosas que se originan en el
ganglio cervical superior. La noradrenalina se une a los receptores adrenérgicos al y 1 del
pinealocito, los cuales estimulan un incremento de AMPc (Klein, 1985). El AMPc activa una
proteina kinasa que estimula la actividad de la enzima N-acetil transferasa. Trabajos recientes
en ovinos sugieren la existencia de un mecanismo adicional de regulacion de la secrecidon de

melatonina independiente de la NAT, pero dependiente del calcio (Van Camp ef al., 1991).

La melatonina llega a la circulacion periférica a través de la vena del ganglio que drena
la glandula pineal. En el liquido cefalo-raquideo se encuentra en concentraciones de 2 a 10
veces mas elevadas que en la circulacidn periférica (Kanematsu ef a/., 1989; Shaw et al.,
1989). Sin embargo, dado que el volumen del liquido cefalo-raquideo es pequefio, la cantidad
de melatonina liberada en este ultimo representa solamente €l 0.1 % del liberado en la sangre,
aunque la importancia funcional de estos niveles altos es aun desconocida (Malpaux er al.,
1997). El metabolismo de la melatonina se realiza en el higado y en los rifiones, donde se
transforma en 6-hidroxi-melatonina, la cual es eliminada a través de la orina en forma de
sulfato o glucuronidato. La melatonina también es metabolizada en el cerebro a N-acetil 5-

metoxikenurenamina (Hirata ef al., 1974; Yu el al., 1993).
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2.6. Melatonina y estacionalidad reproductiva

Se ha demostrado en un buen nimero de especies fotoperiddicas, incluyendo al ovino,
que la glandula pineal juega un papel importante en la traduccion de la informacion
fotoperiédica (Lincoln, 1979; Bittman ez a/., 1983). Asimismo se ha demostrado que la
duracion de la secrecion de melatonina es un parametro critico que codifica la longitud del dia
para la organizacién del ritmo anual de reproduccidén (Arendt, 1998). Ademas, este ritmo
endégeno anual puede persistir ain cuando se realiza la pinealectomia o se suprime la

informacién fotoperiodica (Legan y Karsch, 1983, Bittman ef al., 1983).

Por otro lado, la importancia de la melatonina en la mediacion de la informacion
fotoperiodica se demostrd claramente mediante la administracion exdgena de la hormona, con
lo cual fue posible reproducir el efecto de los dias cortos en ovejas expuestas a dias largos, asi
como los efectos del fotoperiodo en ovejas y cabras pinealectomizadas o ganglioectomizadas
(Malpaux et al., 1993). Por ejemplo, en un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de obscuridad, la
melatonina es secretada por un periodo corto, es decir aproximadamente 8 horas. De la misma
manera, cuando se administra melatonina exogena por via oral o por inyeccion intramuscular,
a la mitad de la fase de luz, se logra mantener elevados los niveles de melatonina hasta el
inicio de la obscuridad, lo cual imita el perfil de dia corto (mayor tiempo de secrecion de
melatonina, Rollag er al., 1978, Kennaway y Samark, 1980, Arendt e/ a/, 1981). Este
tratamiento aplicado por varias semanas cuando los animales estan en dias largos, induce una
estimulacion de la actividad reproductiva, es decir, un efecto de dias cortos, tanto en ovejas
(Kennaway ef al., 1982; 1983; Arendt et al., 1983; English et al., 1986; Poulton ef al., 1987)

como en cabras (Chemineau e/ al., 1986a). El mismo efecto puede lograrse por la aplicacion
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de melatonina exogena de liberacion constante (implantes subcutaneos, dispositivos
intravaginales o intraruminales), 1o cual también resulta en una estimulacion de la actividad
reproductiva cuando se aplica a los animales que estin percibiendo dias largos (Lincoln y
Ebling, 1985; English ef al., 1986; Poulton ef a/,, 1987). Los tratamientos fotoperiodicos de
dias cortos pueden, de esta manera, ser reemplazados por tratamientos con melatonina, ya que
el mantenimiento de niveles altos de melatonina imita el efecto de dias cortos (Chemineau er
al., 1992b). Sin embargo, para que estos tratamientos tengan éxito, es necesario que los
animales hayan tenido la experiencia previa de un periodo de exposicion a dias largos antes

del tratamiento con melatonina exogena (Arendt, 1998).

2.7. Melatonina y fotorefractariedad

Por otro lado, el ovino expuesto a un fotoperiodo dado por un tiempo prolongado
pierde su capacidad de respuesta a dicho fotoperiodo, una condicién conocida como
fotorefractariedad (Malpaux ef al 1987). Se han postulado dos hipotesis con relacién a la
participacion de la melatonina en el desarrollo de la fotorefractariedad. La primera hipdtesis
postula que la pérdida de respuesta a un fotoperiodo dado podria ser causada por un cambio en
la generacion de la sefial de melatonina, de tal modo que la relacion con el ciclo de luz-
obscuridad es diferente de aquel en el ovino fotosensible (Malpaux ez a/., 1987). Los datos que
apoyan esta hipotesis son contradictorios. Almeida y Lincoln (1984) observaron una alteracion
en el patron secretorio de melatonina en el ovino fotorefractario, mientras que otros autores no
encontraron ninguna alteracion (Karsch et al., 1986, Malpaux et a/., 1987). La ausencia de un
cambio en el patron secretorio de melatonina a medida que las ovejas pierden su capacidad de

respuesta al fotoperiodo, es consistente con ~bservaciones anteriores que sugieren que la causa
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de la fotorefractariedad radica en el procesamiento postpineal del mensaje fotoperodico
(Malpaux et al., 1987), y soportan la segunda hipotesis sobre el origen de la fotorefractariedad.
Esta segunda hipotesis postula que la fotorefractariedad es causada por un cambio en la
respuesta a una sefial de melatonina que permanece inalterable (Malpaux ef al., 1987). La
segunda hipotesis es apoyada en el ovino, por las siguientes evidencias: Primero, no existe
evidencia de una modificacion en el patron de secrecion de melatonina cuando la oveja se
vuelve refractaria a dias cortos o a dias largos (Malpaux ef al.,1987). Los resultados de estos
autores mostraron que la duracion de la secrecion de melatonina fue cercana a 8 horas en dias
largos (16 h luz y 8 h obscuridad; 16L:8D) y a 15 horas en dias cortos (8 h luz y 16 h de
obscuridad; 8L:16D), y la fase relativa al ciclo luz-obscuridad no cambid, ya sea que las
ovejas fueran fotosensibles o fotorefractarias (Malpaux et al, 1987, 1988). Segundo, las
ovejas tratadas con melatonina para imitar un perfil de dias cortos muestran una activacion de
la actividad reproductiva tipica a dias cortos después de 50 dias y luego una disminucion de
dicha actividad asi como en la concentracion de LH después de 120 o 150 dias, caracteristica
del desarrolio de una refractariedad a dias cortos (Malpaux ef al., 1987). De esta manera, la
refractariedad causada por la administracion de melatonina simulando dias cortos se desarrolld
en la misma forma que la refractariedad causada por un fotoperiodo de dias cortos, y en ambos
casos, no implico cambios en el patron de secrecion de melatonina (Malpaux ef al, 1987).
Esto sugiere que los mecanismos responsables de la refractariedad son de origen nervioso
(Malpaux ef al., 1997). Esto tiene algunas implicaciones: Primero, como la refractariedad en la
oveja es probablemente la expresion de un ritmo enddgeno, la glandula pineal y su secrecion
de melatonina no pueden ser partes de ese reloj anual. Segundo, la interpretacion de un perfil

de melatonina puede cambiar en el tiempé (Malpaux et al,, 1993). Al respecto, Karsch et al.
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(1986} demostraron que la infusion prolongada de melatonina en ovejas pinealectomizadas se

vuelve inefectivo en el tiempo para mantener la funcién reproductiva.

Esto también ha sido demostrado en estudios realizados tanto en el hamster como en ¢l
ovino, en los que la misma sefial de melatonina fue capaz de desencadenar respuestas
diferentes, en funcion de la naturaleza de la exposicidn previa a melatonina. Asi por ejemplo,
la transferencia de hamsters de un fotoperiodo corto (8 h luz y 16 h de oscuridad, 8L:16D) a
uno intermedio (12 h luz y 12 h obscuridad, 12L: 12D) conduce a la percepcion del
fotoperiodo intermedio como un dia largo;, mientras que la transferencia de un fotoperiodo
largo (16 h luz y 8 h obscuridad, 16L: 8D) a uno intermedio (12L: 12D) conduce a la
percepcion de este ultimo como un dia corto (Hasting et al., 1989). De manera simijar, en
ovejas ovariectomizadas y tratadas con estradiol, mantenidas inicialmente en 16 horas luz y 8
horas de obscuridad (16L: 8D) y luego transferidas a 13 horas de luz y 11 horas de obscuridad
(13L: 11D) se observo una estimulacidn de la actividad gonadotrdpica, es decir que el ritmo de
13L/11D esta traducido como dias cortos. Contrariamente, en ovejas mantenidas inicialmente
en 10 horas luz y 14 horas de obscuridad (10L: 14D) y luego transferidas a 13 horas luz y 11
obscuridad (13L: 11D), se observa una inhibicion de la actividad gonadotrépica (Robinson y
Karsch, 1987). Por consiguiente, la misma sefial fotopenodica (13L: 11D) puede ser
inhibitoria o estimulatoria dependiendo del fotoperiodo previo al cual los animales estuvieron
expuestos. Por lo tanto, se concluye que la historia fotoperiédica es importante en la
interpretacion de la sefial de duracion de la secrecion de melatonina (Arendt, 1998). Ademas,
no es la duracidn absoluta, sino mas bien e! cambio relativo en la duracion de la secrecion de
melatonina nocturna, el responsable de la transicidon de la informacion fotoperiodica al eje

reproductivo (Devensan et al., 1992).
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2.8. Sitios de accidon de la melatonina

La accion principal de la melatonina involucra eventos dentro del sistema nervioso
central, y especificamente dentro del hipotalamo (Malpaux ef al., 1996). En todas las especies
estudiadas hasta hoy (fotoperiédicas y no fotoperiddicas) se ha reportado una alta densidad de
receptores a melatonina en la pars tuberalis '(PT) de la adenohipdfisis (De Reviers ef al., 1989,
Morgan ez al., 1989). Con base en estas observaciones se sugirio que el sitio de accion
principal de la melatonina era la pars tuberalis; sin embargo, la insercién de microimplantes de
melatonina en el complejo hipotalamo-hipofisis en ovejas ovariectomizadas y tratadas con un
implante de estradiol, demostrd que la pars tuberalis no era el érgano blanco para la accion
reproductiva de la melatonina. Por otro lado, los microimplantes de melatonina colocados
inicialmente en las areas hipotalamicas y perihipotalamicas demostraron que tnicamente en el
hipotalamo mediobasal eran eficaces para inducir una modificacion de la secrecion pulsatil de
LH. Contradictoriamente, en este lugar se ha reportado una baja densidad de receptores a
melatonina (Bittman y Weaver, 1990; Chabot ef al., 1994). En otro estudio, Lincoln y Maeda
(1992) colocaron microimplantes en el area predptica y en el hipotalamo mediobasal de
carneros Soay mantenidos en dias largos (16 h de luz y 8 h de obscuridad). Todos los animales
con implantes en ¢l hipotalamo mediobasal respondieron con un incremento en la secrecion de
FSH y con un adelanto en el crecimiento testicular. Malpaux et al., (1993), utilizando el
modelo de ovejas ovariectomizadas tratadas con estradiol y mantenidas en dias largos (16 h
luz y 8 h obscuridad), encontraron que los microimplantes colocados en el area preoptica o en
el hipotdlamo anterior no tuvieron efecto sobre la secrecion plasmatica de LH; mientras que 7
de 12 animales con implantes en el hipotalamo mediobasal respondieron con un incremento en

la secrecion de LH. Con base en estos estudios, se ha sugerido que el hipotalamo mediobasal,
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y no las pars tuberalis, es el sitio mas importante de accion de la melaton‘ina para traducir los
efectos del fotoperiodo sobre el eje reproductive (Malpaux et al, 1997). Sin embargo, s
importante resaltar que los microimplantes ubicados en el hipotalamo mediobasal producen
una estimulacion de la secrecion de LH en sdlo el 50 % de las borregas, lo cual sugiere que en
el ovino los sitios fisiologicos de accion de la melatonina pueden no estar localizados en el
hipotalamo mediobasal, sino mas probablemente en un area circundante al mismo, la cual es
alcanzada por la difusion de la melatonina proveniente de los microimplantes del hipotadlamo

mediobasal (Malpaux ef al., 1993; 1995).

Recientemente, Malpaux et a/. (1998) han encontrado evidencias de que la melatonina
actia en el area hipotalamica premamilar para controlar la reproduccion en la oveja. Los
mencionados autores han llegado a esta conclusion primeramente porque la densidad de los
receptores a melatonina no es uniforme en el hipotalamo de la oveja, y un drea discreta de mas
alta densidad es detectable en el hipotalamo premamilar. Ademas, la melatonina dada por
medio de microimplantes es capaz de estimular la secrecion de LH solo si la liberacion se
produce en el area premamilar o cerca de ella, lo que no sucede cuando la liberacion de

melatonina se produce en la parte mas rostrai del hipotalamo (Malpaux ef al., 1998).

Estos resultados contrastan con los estudios anteriores que mostraban que los
microimplantes colocados en el hipotdlamo mediobasal podian estimular la secrecion de LH
en solo el 50 % de los animales (Malpaux ez al., 1993; 1995) y sugieren fuertemente que el
area hipotalamica premamilar es un sitio importante para la accion de la melatonina sobre la
secrecion de la LH (Malpaux et al., 1998). El siguiente paso, y fundamental sera identificar las

células blanco, en las cuales actiia la melatonina dentro de esa area.
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2.9, Mecanismos de accion de la melatonina

El efecto final de la melatonina es la modificacidon de la secrecion pulsatil de GnRH a
nivel hipotalamico (Vigué ef al., 1995), lo cual a su vez ocasiona cambios en la frecuencia de
liberacidon de LH a nivel hipofisiario (Bittman et al., 1985). Aunque mucho se conoce acerca
de la accion de la melatonina, los mecanismos por los cuales ejerce su accion sobre el sistema

generador de pulsos de GnRH no son del todo conocidos.

Malpaux et al., (1989) han demostrado que la transicion de la estacion reproductiva a
ta estacion de anestro y viceversa resulta de efectos inhibitorios y estimulatorios. Sin embargo,
el conocimiento de la participacion del sistema nervioso central en la regulacion estacional,
esta mayormente relacionado con efectos inhibitorios. Asi, Goodman y Meyer (1984)
demostraron que la anestesia con pentobarbital en ovejas anéstricas provocd un incremento de
los pulsos de LH, lo cual sugiere que la inhibicién es un fendmeno nervioso activo. Un poco
mas tarde, Meyer y Goodman (1985) demostraron que la inhibicidn gonadotropica es de
naturaleza catecolaminérgica, ya que el uso de antagonistas alfa-adenérgicos (dibenamina o
fenoxibenzamina) o dopaminérgicos (pimozide o flufenazida) en ovejas en anestro estacional

podia suprimir estos efectos inhibitorios.

Por otro lado, existen evidencias que demuestran que la melatonina no actia
directamente sobre las neuronas GnRH. En primer lugar, una gran proporcion de las neuronas
productoras de GnRH (60 %) esté localizada en el area preoptica del hipotdlamo (Advis et al.,
1985), mientras que solo una proporcion minima (15 %) esta localizada en el hipotalamo

mediobasal (Caldani er a/., 1988). Estas neuronas proyectan hacia el interior de la eminencia
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media para liberar GnRH en el sistema porta hipotalamo-hipofisiario. La falta de receptores a
melatonina y de accion de los microimplantes de melatonina en la region septopredptica del
hipotalamo, sugiere que ta accidon de la melatonina sobre las neuronas GnRH es indirecta e
implica la mediaciéon de interneuronas y neurotransmisores (Malpaux ef al, 1993). En
segundo lugar, el retardo entre el inicio del vatamiento con melatonina y la manifestacion de
la respuesta en términos de secrecidon de GnRH o LH (40 6 50 dias en la oveja, 15 dias en el
carnero) sugiere una regulacion mucho mas compleja (Karsch et al., 1984; D’Occhio ef al.,

1984).

Diversos estudios neurofarmacologicos han mostrado que la inhibicion de la secrecion
de LH involucra la activacion de los sistemas catecolaminérgicos del area predptica y del
hipotadlamo mediobasal por el estradiol durante el anestro. Dentro del hipotadlamo mediobasal
la estructura mds importante parece ser la region retroquiasmatica, donde se encuentra ef
nucleo dopaminérgico Al5 (Thiery ef al., 1995), y la eminencia media, la cual contiene los
axones terminales de las neuronas de GnRH que controlan la liberacion pulsatil de LH (Thiéry
y Martin, 1991). El nicleo A15 al parecer es la estructura dopaminérgica clave involucrada en
la mediacion de los efectos inhibitorios del estradiol durante los dias largos, va que la lesion
neurotoxica de esta estructura durante el anestro causa un incremento en la secrecion de la LH

(Thiery et al., 1989).

El efecto inhibidor de la dopamina sobre la secrecion de LH ha sido demostrado por
Meyer y Goodman (1985), quienes indujeron un incremento temporal en la secrecion de LH
en ovejas anéstricas después de la aplicacion sistémica de un antagonista de la dopamina

(pimozida). Este antagonista causd el mismo efecto en ovejas ovariectomizadas e implantadas
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con estradiol inhibidas por exposicion a dias largos (Le Corre y Chemineau, 1993).

Otra estructura involucrada en la integracion de la sefial de melatonina es la eminencia
media. Al respecto, Thiéry (1991) demostré que la exposicion a dias cortos reduce la actividad
dopaminérgica en la eminencia media, medida por una reduccion en el contenido de dopamina

y en la actividad de la tiroxina hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de dopamina).

Ademas de la dopamina, se ha encontrado que otros neurotransmisores estan
implicados en los cambios estacionales de la reproduccion. Dentro de los principales se puede
mencionar a la serotonina, ya que la aplicacion de un antagonista serotoninérgico
(ciproheptidina) produjo una 1ntensa liberacién de LH en ovejas ovariectomizadas tratadas con
dias largos. Esto sugirié que la serotonina podia ser la responsable de la inhibicion de la
secrecion de LH independiente de los esteroides gonadales (Meyer y Gooodman, 1986;

Wishnant y Goodman, 1990; Thiery et al., 1995).

Por otro lado, se ha reportado que los aminoacidos excitatorios como el glutamato,
aspartato, y otros pueden estar involucrados en la regulacion de la secrecion de LH por la
melatonina (Lincoln y Wu, 1991; Viguié ef al.,, 1995, Gallegos-Sanchez et al, 1996). De
manera similar, existen evidencias que involucran a las hormonas tiroideas (tiroxina) en las
variaciones estacionales en la secrecion de LH. Asi, la tiroidectomia en ovejas (Moenter et al.,
1991) y en carneros (Parkinson y Follet, 1994), anulé las variaciones estacionales en la
actividad reproductiva. Por otro lado, la administracidn de tiroxina restablecié la expresion del

ritmo de secrecion de gonadotropinas (Webster ef al., 1991).
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Mucho se ha aprendido sobre los mecanismos de accion de la melatonina sobre el eje
reproductivo, pero es indudable que ain se desconocen muchos aspectos. La identificacion y
caracterizacion de los principales circuitos nerviosos responsables de la decodificacion de la
duracion de la sefial de melatonina sera un paso critico en el entendimiento de la regulacion de

la reproduccién estacional.

2.10. Prolactina y estacionalidad

La mayoria de los mamiferos que manifiestan una reproduccion estacional exhiben
marcadas variaciones estacionales en las concentraciones plamaticas de prolactina, con niveles
altos en verano y bajos en invierno. Estas variaciones estacionales en la secrecion de
prolactina han sido observadas en ovinos (Forbes ez al., 1975; Lincoln et al., 1978), caprinos
(Buttle, 1974, Muduuli et al., 1979) y bovinos (Koprowski y Truke, 1973; Schams y
Reinhardt, 1974). En el caso de ovinos y caprinos, estas variaciones estacionales en la
secrecion de prolactina son muy evidentes debido a que tienen una estacion reproductiva bien

definida.

El perfil estacional de esta secrecion es causado por cambios en el fotoperiodo. Los
dias largos estimulan la secrecion de prolactina en tanto que los dias cortos tienen el efecto
opuesto {Curlewis et al., 1995). Bajo condiciones ambientales naturales, tanto los machos
(Pelletier, 1973; Ravault y Ortavant, 1977), como las hembras (Thimonier y Ravault. 1978,
Jackson y Jensen, 1991) presentan un ritmo anual en las concentraciones circulantes de
prolactina. Este perfil de secrecion de prolactina también es afectado cuando los animales son

sometidos a fotoperiodos artificiales largos (16 h de luz y 8 h de obscuridad) o fotoperiodos
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cortos (8 h luz y 16 h obscuridad) (Frobes et al., 1975, Lincoln y Short, 1980; Lincoln ef al.,
1982). De igual manera, los niveles plasmaticos de prolactina se ven afectados por
fotoperiodos cortos en los que se agrega un pulso de luz de una hora durante la noche (Ravault
y Ortavant, 1977). En este tltimo caso, los animales responden como si estuvieran expuestos a

dias largos, presentando elevadas concentraciones plasmaticas de prolactina.

El comportamiento estacional en la secrecion de prolactina ha sido descrito en
numerosas especies y ha habido muchos intentos por relacionarla con la reproduccion
estacional, asi como también con otras caracteristicas estacionales, como el crecimiento del
pelaje y el ciclo de muda (Curlewis, 1992). Para muchos autores, las concentraciones de
prolactina forman parte del control fotoperiddico de la estacionalidad reproductiva en el ovino
(Walton et al, 1977; Lincoln et al., 1978). Estos autores basaron sus afirmaciones en la
relacion inversa que existe entre las concentraciones de prolactina y la actividad reproductiva
en varias razas de ovinos. Actualmente existen argumentos para rechazar esta hiptesis ya que
algunas razas de ovinos como la Dorset Horn, Merino y la oveja Pelibuey de México,
empiezan a ciclar alrededor del solsticio de verano (Webster y Haresing, 1983; Porras ef af ,
1996; Silva et al., 1998), es decir, poco antes de que el fotoperiodo comience a disminuir,

cuando las concentraciones de prolactina son las mas altas.

Asimismo, Worthy y Haresing (1983) y Worthy ef a/. (1985) encontraron evidencias
que indican que tanto el inicio del anestro como el de la estacién reproductiva en el ovino
pueden ser independientes de las concentraciones de prolactina. De hecho, estos autores
demostraron que en las ovejas Dorset Horn (estacion reproductiva larga) y Welsh Mountain

(estacion reproductiva corta), el inicio de la actividad reproductiva ocurre en presencia de altas
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concentractones de prolactina, lo cual sugiere que es improbable que la prolactina sea un

factor determinante en el momento del inicio de la estacion reproductiva.

Sin embargo, a pesar de que la prolactina al parecer no tiene una influencia sobre el
ciclo anual de reproduccion, los cambios en la secrecién de esta hormona son frecuentemente
usados como un indicador de la respuesta al fotoperiodo por los animales, ya que ocurren muy

rapido después de los cambios fotoperiddicos (Malpaux ef al., 1993).

IMl. Actividad reproductiva de ovinos y caprinos originarios de zonas tropicales

En las regiones tropicales (<25°), donde los cambios del fotoperiodo a través del afio
no son tan marcados, muchas razas de ovinos y caprinos originarios de estas regiones tienen el
potencial para reproducirse en cualquier época del afio (Delgadillo y Malpaux, 1996). Por
ejemplo, en las cabras de la Isla de Guadalupe en el Caribe méas del 80 % de las hembras
presentan actividad estral y ovarica durante todo el afio (Chemineau, 1986). Observaciones
similares han sido reportadas en estudios realizados en las cabras nativas de Venezuela
(Gonzéilez-Stangaro y Madrid-Burney, 1982), Brasil (Simplicio y Nunes, 1986), Malasia
(Sutherland y Jainudeen, 1987), Zimbabwe (Llewelyn ef al., 1993) y las ovejas Criollas de
Martinica (Mahieu ef al., 1989). De la misma manera, los machos Criollos de la Isla de
Guadalupe, no presentan variaciones estacionales de la libido, del peso testicular, ni de la

produccién espermética (Chemineau, 1986).

En estas regiones, se considera que la disponibilidad de alimento es el principal factor

del medio ambiente que regula la actividad reproductiva (Gonzalez-Stangaro, 1983; Bronson y
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Heideman, 1994; Delgadillo y Mal;;aux, 1996). En Kenia, por ejemplo, la actividad sexual de
los ovinos de la raza British estd determinada por el patréon de lluvias, el cual mejora la
disponibilidad alimenticia para los animales (Anderson, 1964). Sin embargo, existen razas
como la oveja Pelibuey (Cerna-Corpus et al, 2000) y la cabras Criollas explotadas en el
centro de México (19°N; Valencia et al., 1990) que también presentan variaciones estacionales

de su actividad sexual, aun cuando son mantenidas en un plan alimenticio constante.

IV. Actividad reproductiva de los ovinos y caprinos originarios de regiones

subtropicales

En los ovinos y caprinos originarios de regiones subtropicales (25-40%), la actividad
reproductiva es un aspecto que no ha sid» tan ampliamente estudiado como en aquellos de
climas templados. Sin embargo, existen datos que demuestran que en algunas razas originarias
de estas latitudes también manifiestan una marcada estacionalidad reproductiva (Santa Maria

et al., 1988; Walkden-Brown et al., 1994; Delgadillo et af., 1999).

En las hembras caprinas de la raza Cashmere en Australia (29° S), la época de
actividad sexual se presenta de febrero a agosto (otofio-invierno), mientras que el periodo de
anestro es observado de septiembre a enero (primavera-verano; Restall er al., 199i). En los
machos de la misma raza, se han observado también variaciones estacionales del peso
testicular y de la produccion espermatica, asi como en las concentraciones de testosterona y
LH. Los valores promedio mas bajos de las variables mencionadas se presentan durante la
primavera y el verano (Restall ez al, 1991, Walkden-Brown et al.,, 1994). Asimismo, las

glandulas sebiceas ubicadas alrededor de los cuernos, las cuales son estimuladas por la
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testosterona, presentan una estacionalidad en su actividad, provocando cambios en la

intensidad del olor que desprenden los machos (Walkden-Brown er al., 1994).

En estas latitudes subtropicales, la alimentacion es considerada como un factor muy
importante para el desarrollo del ciclo anual de reproduccién de las especies que se explotan
en estas regiones (Walkden-Brown et al., 1994; Delgadillo y Malpaux, 1996). Por gjemplo, en
los machos cabrios de la raza Cashmere la actividad de las gonadas es influenciada por el nivel

de alimentacién (Walkden-Brown et al., 1994).

En el subtropico Mexicano, y particularmente en la Comarca Lagunera (26° N), los
caprinos también muestran marcadas variaciones estacionales de su actividad reproductiva
(Saenz-Escarcega ef al., 1991; Delgadillo ef al., 1997, Duarte, 1999; Delgadillo et al., 1999).
En las hembras, el periodo de actividad sexual inicia en agosto y termina en febrero, mientras
que el periodo de anestro se observa de marzo a julio (Ver Figura 1; Duarte ef al., 1999). En
los machos, el periodo de actividad sexuat inicia en mayo y termina en diciembre. Durante
este periodo, la libido y la produccion espermatica de los machos son elevadas, mientras que

el periodo de reposo sexual se observa de enero a abril (Ver Figura 2; Delgadillo er al., 1999).

Los periodos de anestro en las hembras y de reposo sexual en los machos coinciden
con la época de sequia de la region, y por consiguiente, con una diminucidon en la
disponibilidad de alimentos. Por ello, Sdenz-Escircega ef al. (1991) sugirieron que la
alimentacion era el factor responsable de las variaciones de la actividad reproductiva de los

caprinos de la Comarca Lagunera. Sin embargo, en los animales estabulados y alimentados
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adecuadamente, se observaron también variaciones estacionales en la actividad sexual
(Delgadilio et al., 1999; Duarte, 1999). Estos datos sugieren que la alimentacion no es el unico
factor determinante para la presentacion de la estacionalidad reproductiva, como se ha
reportado en otras razas originarias de zonas subtropicales (Walkden-Brown ef al., 1994). Es
probable que el fotoperiodo (duracion del dia), sea el factor del medio ambiente responsable
de la sincronizacion de la actividad sexual anual de los caprinos originarios del norte de

México,

Para demostrar que la estacionalidad reproductiva es provocada por el fotoperiodo,
Duarte (1999) y Delgadillo et al. (2000) sometieron a hembras y machos, respectivamente, a
un tratamiento fotoperiddico de tres meses de exposicion a dias largos (14 horas de luz por
dia) alternados con tres meses de exposicién a dias cortos (10 horas de luz por dia), durante
dos afios consecutivos. En las hembras, la actividad ovarica inicid en promedio 64 * 3 dias
después del cambio de régimen y termino, en promedio, 38 + 4 dias después del paso de dias
cortos a dias largos (Duarte, 1999). En los machos, las concentraciones de testosterona se
incrementaron durante la exposicién a dias cortos y disminuyo durante los dias largos
(Delgadillo er al., 2000). Los resultados anteriores demuestran que los caprinos de la Comarca
Lagunera son sensibles a las variaciones del fotoperiodo y que este factor esta posiblemente
relacionado en el desarrollo del ciclo anual de reproducciéon de los caprinos en condiciones

naturales.
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Figura 2. Variaciones estacionales de la actividad estral y ovulatoria de las cabras
Criollas del Norte de México (26°N) sometidas a las variaciones naturales del
fotoperiodo (Tomado de Duarte, 1999).
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Figura 3. Variaciones estacionales (media = EEM) del peso testicular (a) y de
las concentraciones plasmaticas de testosterona (b) de los machos cabrios
Criollos del Norte de México (26° N) sometidos a las variaciones naturales del
fotoperiodo y temperatura (Tomado de Delgadillo e al., 1999).
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Y. Control de la actividad reproductiva por interacciones socio-sexuales

La mayoria de las investigaciones sobre los mecanismos que controlan la reproduccion
se han basado fundamentalmente en las relaciones de los sistemas neuroendécrinos con
algunos factores del medio ambiente como la temperatura y ¢l fotoperiodo. Sin embargo, en
muchas especies tanto silvestres como domésticas, las relaciones sociales intervienen en los

procesos neuroendocrinos que controlan la reproduccion (Signoret y Baltazart, 1993).

5.1, Comportamiento sexual de los caprinos

En numerosas especies, €l comportamiento sexual se expresa Unicamente en un
contexto social particular, por ejemplo: la obtencion de un territorio, la posicion dominante o
la formacion de parejas. Un contexto social desfavorable puede perturbar gravemente la
reproduccion como lo muestra las dificultades para reproducirse que tienen algunas especies
salvajes en cautiverio. Aunque el ambiente social de los caprinos domésticos, como de otros
mamiferos, estd controlado principalmente por el hombre, ciertos aspectos (jerarquia,
relaciones individuales) pueden influir en la reproduccion de manera no controlada. Conocer
el contexto social normal en el que se desarrolla la reproduccidn, puede ayudar a comprender

y a manipular las relaciones de los animales en estas condiciones naturales,

Existen algunos datos en caprinos domésticos que han sido regresados a un estado
salvaje (cabra salvaje Capra hircus, Mc Taggart, 1971; Dunbar et al., 1990) ¢ en especies

cercanas (Cabra de las montafias rocosas Oreamnos Americanus; Geist, 1965). En estas
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especies, los machos y hembras viven separados fuera del periodo de reproduccion. Las
hembras viven en pequefios grupos estables comprendiendo una o mas hembras adultas, sus
crias del afio y quizas una o dos hembras jovenes de 2 a 2.5 afios. Los machos viven aislados o
en pequefios grupos en dominios diferentes a los de las hembras. Durante este periodo, las
hembras excluyen, de manera algunas veces agresivas, a los machos si estos se aproximan.
Justo antes del inicio de la estacion sexual, los pequefios grupos de hembras se desplazan fuera
de su dominio a la basqueda de machos y son mas tolerantes a la presencia de estos. Los
pequefios grupos se juntan quizas de manera transitoria, en bandas mas importantes. Los
machos participan entonces en combates, de los cuales, los mas frecuentes son entre dos
machos de la misma edad (Dunbar ez a/., 1990). La mayoria de los combates se hacen de
frente; los machos se levantan sobre las patas traseras y se enfrentan volviendo a caer (Geist,
1965; Rouger; 1974). Los golpes son igualmente intercambiados en los costados ocasionando
eventualmente heridas. Estas interacciones contindan durante todo el periodo de actividad
sexual y van a determinar la posibilidad de acceso a la reproduccion (Dunbar ef al., 1990).
Progresivamente, las hembras se vuelven mas tolerantes a la aproximacion de los machos y el

nivel de la actividad sexual aumenta.

El sistema de reproduccion es de tipo promiscuo. Las hembras en el curso de un estro
pueden aparearse con muchos machos y los machos con muchas hembras. Durante este
periodo, los machos se desplazan de un grupo dependiendo de la presencia de hembras en
estro. El reparto de los apareamientos no se hace al azar. Al igual que en los bovinos, la
mayoria de los apareamientos se realizan por los machos dominantes luego de los combates
(Mc Taggart, 1971; Dunbar ef al., 1990. Los otros machos no estan, sin embargo, excluidos

totalmente de la reproduccion: En su estudio, Dunbar ef al. (1991) encontraron que los machos
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de 4 ¢ 5 afios son los que participan mas activamente en la reproduccion, pero se observa una
participacion no significativa de ciertos machos, los méas viejos (8 afios), no dominantes
gracias a un comportamiento de tipo oportunista. Lo cual sugiere una funcion a la vez de

dominancia y de experiencia.

El comportamiento sexual se puede dividir en dos fases. La primera, llamada fase
precopulatoria 6 apetitiva, depende especialmente de la motivacion sexual de la pareja.
Durante esta fase, el individuo contacta con la compaiiera y la convence de unirse en una

interaccion sexual. La segunda fase llamada consumatoria, consiste en la realizacion del

apareamiento.

5.2. El efecto macho

En algunos rumiantes, como la oveja y la cabra, la introduccidon de un macho dentro de
un grupo de hembras previamente separadas de ellos, induce la actividad reproductiva de las
mismas en los dias siguientes. Este fenomeno denominado “efecto macho” fue primeramente
documentado en ovinos de la raza Merino en el oeste de Australia por Underwood ef al.
(1944), quienes observaron que cuando los carneros estaban presentes en el rebafio durante
todo el afio, habia un periodo durante la primavera y el inicio del verano en el cual las ovejas
no presentaban ciclos estrales regulares. Posteriormente, observaron que la actividad
reproductiva podia ser facilmente inducida er: ese tiempo del afio si los machos eran separados
de las hembras por unas pocas semanas y posteriormente eran reintroducidos. El resultado fue
un adelanto en la estacion reproductiva en la cual, las ovejas mostraban ciclos estrales

regulares y podia entonces realizarse el apareamiento. Desde entonces, el efecto macho ha sido
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estudiado ampliamente en ovinos (Signoret, 1980: Folch e al., 1985; Martin ef al., 1986), y en

caprinos (Shelton, 1960; Chemineau, 1983; Restall, 1988; Walkden-Brown ef al., 1993a).

5.3. Cambios endocrinos y de comportamiento inducidos por la introduccién de

los machos

La exposicién al macho, provoca en las hembras un incremento en la frecuencia y
amplitud de pulsos de LH; este aumento se produce a los pocos minutos después de la
introduccion de los machos (Martin ef al., 1986, Poindron et al., 1980, Chemineau ef al,
1986b). En cabras, antes de la introduccion se observan 0.3 pulsos por hembra en tres horas,
con una amplitud media de 0.5 ng/ml. Después de la introduccion de los machos, se registran
2.2 pulsos en tres horas, con una amplitud media de 1.2 ng/ml. (Chemineau e a/., 1986b). Ese
incremento en la secrecion de hormonas hipofisiarias (LH y FSH} estimula el crecimiento y
desarrollo de foliculos en el ovario. Estos foliculos, a su vez, probablemente secretan grandes
cantidades de estradiol, el cual inhibe la secrecion de gonadotropinas e impide el desarrollo de
nuevos foliculos. A medida que el foliculo crece se vuelve cada mas sensible a la LH en
promedio y a su vez secreta mas cantidad de estradiol que finalmente provoca la aparicion de
un pico preovulatoric de LH 52 horas después de la introduccion de los machos, seguido de

una ovulacién 23-24 horas mas tarde (oveja: Martin et al., 1986; cabra: Chemineau, 1987).

En la oveja, esta primera ovulacioén no es fértil y normalmente no va acompafiada de
estro debido a la ausencia de progesterona antes de la ovulacion (Signoret, 1980; Martin vy
Scaramuzzi, 1983). En una gran proporcién de ovejas (50 %), esta primera ovulacion es

seguida por la formacion de un cuerpo luteo de corta duracion, el cual sufre regresion 5-6 dias
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después de haberse formado, produciéndose una segunda ovulacidn que, al igual que la
primera, tampoco va acompafiada de estro. El ciclo que sigue a dicha owvulacion, es de
duracion normat (15-18 dias) y termina con una tercera ovulacion la cual si es acompaiiada de
estro. En estas ovejas, el celo aparece, por lo tanto, 24-48 dias después de la introduccion de

los machos (Martin ez al., 1986).

Al contrario que en la oveja, en la cabra, la primera ovulacién va acompaiiada con un
comportamiento de estro en el 60-70 % de las hembras y es seguida por un ciclo corto de 5-6
dias de duracidn, el cual es observado en el 75 % de las hembras (Ver Figura 4). Este ciclo
corto esta asociado con una baja secrecidén de progesterona del cuerpo luteo y es seguido
siempre por una segunda ovulacién, en la cual el subsecuente cuerpo liteo es de duracion
normal (Chemineau, 1987). Esta segunda ovulacion es normaimente acompafiada con un estro
en ¢l 90 % de las hembras (Chemineau, 1983). Si las hembras no son fecundadas, los
subsecuentes ciclos estrales son de duracion normal (21 dias; Chemineau, 1987). Las otras
cabras (25 %) experimentan un ciclo normal después de la primera ovulacién y, si no quedan

gestantes, ovulan nuevamente 21 dias de la primera ovulacion.
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Dias después de la introduccién del macho
Figura 4. Representacion esquematica de la respuesta de las hembras a la introduccion del
macho en la cabra Criolla de la Isla de Guadalupe en el Caribe. Mas del 90 % (Y.) de las
hembras ovulan alrededor del dia 3 después de la introduccion de los machos (pico A). Esta
primera ovulacion esta asociada con un comportamiento de estro en ¢l 62 % de las hembras
(Y,). La mayoria de las hembras que ovularon alrededor del dia 3 (Y3) experimentan un ciclo
ovarico corto y ovulan nuevamente 6 dias después de la primera ovulacion (pico B). Si las
hembras no quedan gestantes, ovulan por tercera ocasion 21 dias mas tarde. Las otras cabras
(25 %) experimentan un ciclo normal después de la primera ovulacién y, si no quedan

gestantes, ovulan nuevamente 21 dias de la primera ovulacion (pico C). Las ovulaciones de los
picos B, C y D estan asociados con comportamiento de estro (Tomado de Chemineau, 1987).

Tanto en ovejas como en cabras que presentan una fase litea coria, la tasa de ovulacion
(el nimero de Ovulos liberados) es ligeramente menor en la primera que en la segunda
ovulacion (1.56 £ 0.73 y 2.05 £ 0.84, respectivamente; Chemineau, 1983). De igual manera, la
tasa de concepcién es mas baja en la primera que en la segunda ovulacion (23 % y 74 %,
respectivamente; Thimonier er al., 1983). Esta disminucion en la tasa de concepcion es
probablemente una consecuencia del ciclo ovarico corto, que usualmente le sigue a la primera
ovulacion donde la insuficiente cantidad de progesterona producida por el cuerpo liteo
después de la primera ovulacion no permite el establecimiento de la gestacion (cabra:

Chemineau, 1987; oveja: Signoret., 1980). El retorno del funcionamiento normal del ovario
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después de la segunda ovulacion permite una tasa de concepcion equivalente a la obtenida
durante la estacion sexual (80 vs 87 %, respectivamente). De manera similar, la prolificidad
(numero de cabritos nacidos por hembra) obtenida mediante el efecto macho es similar o en

ocasiones mayor a la obtenida durante la época natural de reproduccion (Chemineau, 1987).

5.4. La percepcion del macho por la hembra

En la oveja, el principal factor que provoca la respuesta de la hembra a la introduccién
de un macho es de tipo olfativo, sobre todo a través de las feromonas del macho (Fulkerson et
al., 1981; Signoret y Lindsay, 1982; Knight y Lynch, 1980). En esta especie, el olor del macho
es suficiente para inducir una respuesta ovulatoria. Por ejemplo, con la utilizacidén de lana o
extractos de lana en mascaras colocadas sobre el hocico de las hembras, se ha logrado inducir
actividad ovulatoria (Knight y Linch, 1980, Signoret y Lindsay, 1982). De la misma forma, en
las cabras, la utilizacion del pelo del macho colocado en mascaras ¢ directamente en el corral
de las hembras, puede inducir actividad ovulatoria (Claus ef al,, 1990). Sin embargo, tanto en
las ovejas como en las cabras, no se logra una respuesta del 100 % (Shelton, 1980, Cohen-
Tannoudji ef al., 1986, Chemineau, 1986b), ya que al parecer, el olfato no es el unico sentido
utilizado por las hembras para percibir la presencia de los machos. Por ejemplo, en las ovejas
en anestro a las cuales se les han eliminado los bulbos olfatorios suprimiendo los sistemas
principal y accesorio, se produce una respuesta neuroendocrina y ovarica a la introduccion de

los machos (Cohen-Tannoudi et al., 1986).

De manera similar, en las cabras, el olor del macho también es un factor importante en

la estimulacion de las hembras (Claus ef al, 1990; Walkden-Brown et al., 1993b). Sin
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embargo, en esta especie el olor del macho no es tan importante como en las ovejas, ya que en
las cabras andsmicas no se modifica la proporcion de hembras que exhiben un incremento de
LH en respuesta a la introduccion del macho y unicamente disminuye el porcentaje de
hembras que ovulan durante los primeros 9 dias (50 % anosmicas ovulan contra 89 % de las
hembras intactas; Chemineau et al., 1986b). Estas observaciones sugieren que el estimulo del
macho es multi-sensorial y posiblemente involucra ademas del olor, sefiales visuales, tactiles y

auditivas, tanto en ovejas como en cabras.

La percepcion de estas feromonas se lleva a cabo a través del sistema olfatorio. La
mayoria de los mamiferos tienen dos sistemas olfatorios; el sistema principal, el cual recibe las
entradas sensoriales de la mucosa olfatonia y esta conectado con el resto del sistema nervioso
central via los bulbos olfatorios principales. El otro sistema olfatorio es el accesorio, el cual
recibe las entradas del organo vomeronasal o de “Jacobson”. Este esta conectado con el
cerebro via los bulbos olfatorios accesorios. En los dos sistemas existen conexiones de los
bulbos olfatorios al hipotalamo (Scalia y Winans, 1976). Las neuronas de los bulbos olfatorios
principales proyectan a la corteza olfatonia, de donde se conecta al hipotalamo via un circuito
que incluye a la amigdala y al fornix. En los roedores se ha observado que utilizan esta
segunda via para mediar la respuesta a las feromonas (Marchlewska-Koj, 1984). En cambio,
en las ovejas y probablemente en las cabras, el principal sistema olfatorio juega un papel mas
importante que el sistema olfatorio accesorio en la estimulaciéon de las hembras (Cohen-

Tannoudji et al., 1989).
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5.5. Efecto hembra directo o mediado por los machos

La mayoria de los estudios sobre la estimulacion reproductiva de las hembras mediante
interacciones sociales, se han enfocado a la observacion del efecto del macho sobre la
actividad reproductiva de las hembras. Sin embargo, existen trabajos que demuestran una
sincronizacion de la actividad reproductiva como resultado de la estimulacién por
interacciones sociales entre hembras (Wayne ef al., 1989; Restall ef a/., 1995, Zarco et al.,
1995; Alvarez et al, 1999). Al respecto, Knight, (1985) encontré un mayor efecto en la
estimulacion de la actividad ovarica de las ovejas cuando se integraron a ellas, ademas de
carneros, un grupo de ovejas en estro. En ese trabajo, el autor concluye que el fenémeno, al
que denomind “ facilitacion social” actia via el camero, es decir, que las ovejas en estro
estimulan primeramente al macho, lo cual provoca una mayor efectividad en su funcidén
estimulatona sobre las ovejas en anestro. El papel de las hembras seria entonces estimular al
carnero y favorecer en €l una mayor produccion de feromonas. Sin embargo, en ese trabajo no
se menciona una posible estimulacion directa de las hembras en estro sobre las hembras que se

encuentran en anestro estacional.

Posteriormente, Walkden-Brown ef al. (1993¢) en un estudio realizado en cabras,
observaron que el contacto previo de los machos con cabras en estro mejoraba
significativamente la respuesta ovulatoria de las hembras anéstricas expuestas a los machos.
Al igual que en el trabajo de Knight (1985), se menciona un efecto hembra “mediado por el
macho”, mediante el cual el macho estimulado sufre cambios, tanto de su comportamiento

sexual como en la produccion de feromonas que pueden mejorar la respuesta de las hembras,




46

En este estudio, se demostré que las hembras en estro son capaces de inducir una respuesta

ovulatoria en otras hembras que se encuentran en anestro.

Asimismo, Zarco et al. (1995) en otro estudio diseﬁadé especificamente para evaluar el
“efecto hembra” en ovejas, demostraron también un efecto directo de la presencia de hembras
en estro sobre la actividad ovarica de las ovejas en anestro. Estos autores observaron que un
porcentaje significativo de las hembras en anestro que se mantuvieron en corrales adyacentes a
hembras que fueron inducidas hormonalmente, ovularon en forma sincronizada con éstas.
Ademas, se observo que mientras menor era la distancia entre ovejas no tratadas y las ovejas
inducidas, la respuesta era mayor. Estos autores concluyen que el efecto es mediado por

feromonas femeninas.
5.6. Variacion en la calidad del estimulo del macho

La calidad del estimulo del macho al parecer esta en funcion de la intensidad, duracidon
y complejidad del estimulo ejercido, lo cual influye en el tipo de respuesta obtenida. Asi, en
ovejas y cabras, el grado y tipo de separacién de los machos influye en el niimero de hembras
que responden a la introduccion del macho (Watson y Radford, 1960, Shelton y Morrow,

1965; Pearce y Oldham, 1988).

Por ejemplo, el porcentaje de hembras que ovulan después de la introduccion de los
machos es menor cuando éstos son separados de las hembras por un cerco de malla que
cuando se encuentran en contacto directo (Ver Figura 5, Shelton, 1960; Pearce y Oldham,

1988). De manera similar, cuando se encuentra un pasillo de por medio, la estimulacion se
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vuelve mas débil que cuando existe un contacto directo entre ellos (Chemineau, 1987). De
igual manera, en las cabras Cashmere Australianas durante el anestro, la respuesta ovulatoria a
la introduccion del macho es muy baja o ausente bajo condiciones normales de pastoreo
(Cameron y Batt, 1989; Restall, 1992), mientras que juntando los machos y las hembras en
pequefios corrales, bajo condiciones experimentales que permiten un mayor grado de contacto
entre ellos, se induce una mayor respuesta ovulatoria (Walken-Brawn er a/., 1993c¢). Por otro
lado, los machos mantenidos a una distancia de 135 metros de las hembras pueden inducir una
respuesta parcial (Shelton, 1980, Claus ef al., 1990; Walkden-Brown ef al., 1993b). La
anosmia probablemente reduce la complejidad del estimulo recibido y eso podria explicar la
menor respuesta ovulatoria de las hembras anosmicas después de la introduccion del macho, lo
cual es observado tanto en ovejas (Morgan ef al., 1972), como en cabras (Chemineau ef al.,

1986b).

Ningiin contacto (3743)

M4éscaras vacias (8/20)

Maiascaras + lana - (9/40)

Contacto a través
de una cerca

Contacto a través
de una cerca + lana

Contacto completo
con carnero

(35/37)

0 i0 20 30 40 50 60 70 80 20 100

Proporcion de ovejas que ovulan después de 5 dias de tratamiento

Figura S. Importancia del contacto visual y olfatorio con el carnero en la induccién de la
actividad ovulatoria en ovejas anovulatorias. Valores con letras diferentes son
significativamente diferentes (p<0.05; Tomado de Pearce y Oldham, 1988).
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Otros de los factores que influyen en la respuesta de las hembras a la introduccién de
los machos es la duracion del estimulo por parte del macho. Este periodo de contacto entre
machos y hembras tiene que ser prolongado para inducir una respuesta ovulatoria en las
hembras. Por ejemplo, en las ovejas de las razas Il-de-France y Merino, se ha observado que la
presencia de los machos durante 3 horas provoca en las hembras una secrecion transitoria de
LH, la cual no es capaz de desencadenar el mecanismo que induce la ovulacion. Si el estimulo
se prolonga por 24 horas, ovulan unicamente el 18 % de las ovejas en anestro, mientras que sl
el estimulo se mantiene durante 4 dias, el porcentaje de ovejas que ovulan se incrementa al 50
% (Signoret ef al., 1982; Murtagh et al., 1984, Cohen-Tannoudji y Signoret, 1987). Ademas,
cuando Jos machos manifiestan un comportamiento sexual mas intenso son capaces de inducir

a un mayor numero de hembras (Signoret y Lindsay, 1982; Perkins y Fitgerard, 1994).

Por otro lado, desde los primeros trabajos de Underwood (1944) se reportd que es
necesario un periodo de separacion entre hembras y machos para que el efecto macho sea
posible. Sin embargo, no se conoce exaciaumente el tiempo minimo de aislamiento, pero
algunos reportes sugieren que 4 semanas o aun 2 semanas de separacion son suficientes para
obtener una respuesta ovulatoria completa (Martin ef al., 1986). Sin embargo, recientemente
Cushwa et al. (1992) reportaron que la separacion de ovejas y carneros no es esencial para
obtener una respuesta positiva al efecto macho. Ellos demostraron que un contacto directo
entre las hembras y los machos o a través de una cerca, no disminuye la respuesta cuando

nuevos carneros son introducidos.
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5.7. Fotoperiodo y el efecto macho

El fotoperiodo es la causa de variacion principal en el grado de respuesta al efecto
macho. La respuesta de las hembras al estimulo del macho puede variar dependiendo de la
profundidad del anestro (cabras: Chemineau, 1987; ovejas: Signoret, 1980). La profundidad
del anestro puede estimarse por el porcentaje de hembras que estan ovulando
espontaneamente, antes de la introduccién de los machos (Chemineau, 1987). Se considera un
hato en anestro profundo cuando mas del 50% de las hembras son anovulatorias, y anestro

poco profundo cuando menos del 50% de las hembras son anovulatorias (Chemineau, 1983).

En las razas de ovinos y caprinos que exhiben una estacionalidad reproductiva
moderada (anestro ligero o poco profundo) tales como la oveja Merino y la cabra Criolla de la
Isla de Guadalupe, la introduccién de machos induce actividad sexual en cualquier época del
aiio (oveja: Lindsay y Signoret, 1980, cabra: Chemineau , 1983). Por el contrario, en las razas
en las cuales el anestro estacional es mas marcado (anestro profundo), la introducciéon de
machos durante la fase mas profunda del anestro no es efectiva para inducir la actividad sexual
de las hembras. En estas condiciones, la respuesta de las hembras al estimulo del macho esta
limitado al final o al inicio de la estacion sexual y, de esta manera, la introduccion del macho
puede adelantar solamente unas pocas semanas la estacion sexual (oveja: Martin y
Scaramuzzi, 1983; cabra: Chemineau, 1987). Esta falta de respuesta se debe en parte a una
reducida sensibilidad de las hembras en dicha €poca (Chemineau, 1987). Sin embargo, otra
parte del problema consiste en que los machos también reducen su capacidad inductora en esas
épocas, disminuyendo la intensidad del estimulo. Dicha intensidad se refiere al grado de

contacto e interaccion entre hembras y machos, asi como a la intensidad de sus respectivas
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feromonas y al comportamiento sexual emitido por los machos (Walkden-Brown et al., 1994,
Delgadillo ef al., 1999). Por ejemplo, en la cabra Criolla del norte de México, la introduccion
durante el anestro de machos intactos o machos castrados y tratados con testosterona, estimula

Gnicamente entre el 30 y 40 % de las hembras (Mellado y Hernandez, 1996).
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OBJETIVOS

HIPOTESIS
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caprinocultura como proceso productivo es una de las actividades pecuarias mas
importantes en algunos paises desarrollados y en la mayoria de las zonas aridas. Las cabras
representan un recurso natural pecuario de gran importancia, por su gran habilidad para
desarrollarse en zonas inhospitas como son las zonas semidridas y aridas. En México, estas
zonas representan casi la mitad del territorio nacional. Los productores que explotan cabras
obtienen gran variedad de productos para autoconsumo (carne, cuero, leche y sus derivados).
Ademas, obtienen ingresos extras para mejorar su economia familiar con la venta de leche y
cabnito (Hoyos et al, 1991; Romero-Paredes, 1998). La existencia de una estacionalidad
reproductiva en los caprinos provoca que tanto la produccion de leche como la de cabrito se
reduzca a ciertas épocas del afio (Hoyos ef al, 1991). Lo anterior ha dado como consecuencia
graves problemas a los productores, ya que la mayor parte de sus ingresos dependen
exclusivamente de la venta de leche y cabrito, lo que provoca que en unas épocas del afio sus
ingresos se vean fuertemente reducidos, sea por la falta de productos para vender, o por

precios muy bajos en momentos de picos de produccion.

Como se menciond anteriormente, es posible inducir actividad sexual fuera de la
estacion normal de reproduccién mediante la introduccion de machos, fenomeno conocido
como “efecto macho”. Sin embargo, la utilizacién del efecto macho en razas estacionales,
como las explotadas en México, esta limitada al inicio o final de la estacidn sexual. El fracaso
de! efecto macho fuera de este periodo puede ser debido a una incapacidad de las hembras a
responder durante el anestro, resultado de una insensibilidad de las hembras al estimulo del

macho. Ademas, el hecho que las hembras estan por lo general lactando puede ser un factor
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adicional de insensibilidad. Otra posibilidad es que exista una inadecuada estimulacion de las
hembras por parte del macho, el cual de manera natural también disminuye notabiemente su
actividad sexual en esa época. Por consiguiente, se propone investigar si es posible inducir la
actividad sexual en las cabras lactantes en reposo sexual estacional mediante la introduccion

de machos sexuaimente activos.

Por otro 1ado, esta demostrado que la utilizacion de dias largos y melatonina permite
inducir actividad sexual en los machos cabrios durante la primavera. Sin embrago, el uso de la
melatonina exdgena después del tratamiento con dias largos es una desventaja en paises como
Meéxico, tanto por el costo elevado como por la complejidad relativa de administracion. Por
ello, en la segunda fase experimental se pretende simplificar este tratamiento utilizando

unicamente exposicion de los machos cabrios a dias largos.
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OBJETIVOS

Determinar si la introduccién de machos inducidos previamente a un estado de intensa
actividad sexual mediante un tratamiento con luz y melatonina permite inducir la actividad

sexual en las cabras anovulatorias (Fase experimental I).

Determinar si la utilizacion de dias jargos Gnicamente permite inducir la actividad

sexual de los machos cabrios durante la primavera (Fase experimental 1I).

HIPOTESIS

Los machos sexualmente activos inducen una mejor respuesta en las hembras

anovulatorias que los machos en reposo sexual.

La exposicion de los machos cabrios a dias largos artificiales es suficiente para inducir

actividad sexual durante la primavera.
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OBJETIVOS

Determinar si la introduccién de machos inducidos previamente a un estado de intensa
actividad sexual mediante un tratamiento con luz y melatonina permite inducir la actividad

sexual en las cabras anovulatorias (Fase experimental I).

Determinar si la utilizacion de dias iargos unicamente permite inducir la actividad

sexual de los machos cabrios durante la primavera (Fase experimental II).

HIPOTESIS

Los machos sexualmente activos inducen una mejor respuesta en las hembras

anovulatorias que los machos en reposo sexual.

La exposicion de los machos cabrios a dias largos artificiales es suficiente para inducir

actividad sexual durante la primavera.



FASE EXPERIMENTAL I
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A. Capacidad de los machos tratados con dias largos y melatonina para inducir la

actividad sexual en las cabras anovulatorias de dos rebarfios diferentes

MATERIALES Y METODOS

1. Localizacidn del experimento

La primer fase experimental se realizdé de noviembre de 1997 a junio de 1998 en las
instalaciones de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”, Unidad Laguna,
localizada en Tomredn Coahuila, y en los ejidos E! Cambio y Ricardo Flores Magon, ambos
municipio de Torreon Coahuila, México. Estas localidades forman parte de la Comarca

Lagunera de Coahuila, la cual esta situada a una latitud de 26° Norte y a una longitud de 103°

Oeste. La altitud varia de 1100 a 1400 metros sobre el nivel del mar. Las temperaturas
maximas y minimas durante el estudio fueron, 46° C en abril y -7° C en diciembre, con una

temperatura media de 19 ° C. El fotoperiodo en la region consiste en 13:41 horas durante el

solsticio de verano y de 10:19 horas durante el solsticio de invierno.
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2, Animales

2.1. Machos

Los machos utilizados en este estudio eran parte de un grupo homogéneo de machos
adultos Criollos*, pertenecientes al departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna. Estos machos fueron
encerrados en corrales al aire libre y durant€ todo el estudio estuvieron alimentados con heno
de alfalfa a libre acceso y 300 gr de concentrado comercial {14 % de Proteina Cruda) por dia y

por animal. El agua y los minerales fueron proporcionados a libre acceso.

2.1.1. Formacion de grupos experimentales

Para este estudio se utilizaron 14 machos cuya edad variaba de 2 a 4 afios al inicio del
estudio. El 25 de octubre de 1997, los machos fueron repartidos en dos grupos homogéneos,
un grupo control (Control; n=7) y un grupo experimental (DL+M; n=7), de acuerdo al peso
corporal, peso testicular y motilidad espermatica (Cuadro 1). Para determinar esta Ultima
variable, del dia 17 al 20 de octubre de 1997, los machos fueron inducidos a eyacular en una
vagina artificial y se obtuvo un eyaculado de cada macho. La motilidad espermatica de cada
eyaculado fue evaluada utilizando el microscopio optico y utilizando una escala de 0 a 5

(0O=mencr motilidad, 5= mayor motilidad; Delgadillo ez a/., 1992).

*La pobtacién de animales llamados Criollos deriva de razas espaiiolas como |la Granadina, Murciana
y Malageiia, su fenotipo es variable debido a repetidas cruzas con razas como la Alpina, Saanen y
Anglo-Nubia (Deldadillo ef al., 1999).
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Cuadro 1. Formacién de grupos de acuerdo a su peso corporal, peso testicular y motilidad del
semen (promedio + error estandar de la media).
Grupos Peso corporal Peso testicular Motilidad
(promedio+SEM)  (promedio+SEM)

Control 61.0 80.7 2.7
+4.0 +6.7 +£03

DL+M 60.7 83.0 2.6
+44 +41 +£03

2.1.2.  Tratamientos fotoperiddicos

Los machos del grupo Control fueron expuestos durante todo el estudio a las
variaciones naturales del fotoperiodo de la region (13:14 h de luz en el solsticio de verano y
10:19 horas de luz en el solsticio de verano).

Los machos del grupo DL+M fueron sometidos del 1 de noviembre de 1997 al 15 de
enero de 1998 a dias largos artificiales (16 horas de luz por dia; 8 horas de obscuridad) en
instalaciones abiertas. Para ello, el corral fue equipado con tres lamparas fluorescentes que
proporcionaron una intensidad luminosa superior a 300 lux al nivel de los ojos de los
animales. El mecanismo de encendido y apagado de las lamparas se efectué con relojes
automaticos y programables (Interamic, Timerold, USA). El alba (encendido de la luz) fue fija
y ocurrid diariamente a las 06: 00 horas. La luz fue apagada cuando ya existia suficiente luz
natural (09: 00 horas). Después, ésta fue encendida antes del crepusculo natural, es decir a las
17: 00 horas, para apagarse nuevamente a las 22:00 horas. Esto permitio que los animales
percibieran dias largos de 16:00 horas de luz por dia. El 16 de enero de 1998, cada macho de

este grupo recibid en la base de la oreja y via subcutanea 2 implantes de melatonina de 18 mg



de melatonina cada uno (Regulin-Mélovine®, SANOFI SNA, Libourne, Francia), los cuales
liberan constantemente la melatonina durante aproximadamente 10 semanas (Staples ef al.,
1991). En ese momento el tratamiento fotoperiodico fue suspendido y los machos percibieron
tas variaciones naturales del fotoperiodo hasta el final del estudio. Se ha demostrado que con
este tratamiento de dias largos seguidos de melatonina se induce actividad sexual en los

machos cabrios durante el periodo de nactividad sexual (Carrillo ef al., 1996).

2.2. Hembras

2.2.1. _Formacion de grupos experimentales

Para este estudio se seleccionaron 88 cabras Criollas multiparas, que parieron en
diciembre de 1997, y que pertenecian a dos rebafios tipicos de la Comarca Lagunera situados
en los ejidos El Cambio y Ricardo Flores Magdn, Coahuila. La distancia entre los dos ejidos
es de aproximadamente 4 kilometros. Antes de iniciar el estudio, las hembras eran mantenidas
en un sistema de manejo extensivo, en el cual los animales salian al campo de las 10:00 horas

a las 18.00 horas sin recibir ningtn alimento complementario.

Veinticinco dias previos a la introduccion de los machos, es decir el 20 de febrero de
1998, cada grupo de hembras fue alojado en su respectivo ejido, en 4 corrales contiguos de 7
X 10 m, en los cuales se alojaron al azar de 8 a 10 hembras por corral. A partir de ese
momento las hembras fueron alimentadas con heno de alfalfa y 200 gr. de concentrado
comercial (14 % de Proteina Cruda) por dia y por hembra. Ademas tenian libre acceso a agua

y minerales. Antes de la introduccion de los machos, las hembras no tuvieron contacto con los
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machos por 45 dias, tiempo en que éstos fueron puestos en otro rebaiio a varios kilometros de
distancia de tal manera que las hembras no tenian contacto visual, olfativo ni auditivo con los

machos.

De las hembras seleccionadas en los dos rebafios, solo se utilizaron para el estudio
aquellas que estaban anovulatorias, lo cual se determind mediante los niveles plasmaéticos de
progesterona. Para ello, se obtuvo una muestra sanguinea de cada cabra los dias — 20 y —10
antes de la introduccidn de los machos. La determinacion de progesterona se realizé mediante
radioinmunoanalisis por la técnica cualitativa descrita por Terqui y Thimomer (1974). Este
procedimiento permite distinguir entre las hembras ciclicas y anovulatorias. Las hembras que
presentaron concentraciones plasmaticas de progesterona >1.0 ng/ml en los dos muestreos se
consideraron que tenian un cuerpo lateo funcional, que estaban gestantes o con un cuerpo
luteo persistente. Las hembras que presentaron cualquier combinacion de valores superiores e
inferiores a 1.0 ng/ml de progesterona, se consideraron que estaban ciclando, y cuando las
hembras tuvieron en sus dos muestreos niveles < 1 ng/ml de progesterona, se consideraron que
estaban anovulatorias. Asi, en 11 y 3 cabras se observd actividad ovarica en el rebafio 1y 2,
respectivamente, y fueron eliminadas del experimento (Cuadro 2). Como consecuencia, 34 y
40 cabras fueron expuestas a los machos en el rebafio 1 y 2, respectivamente. El dia de la
introduccién de los machos (dia 1), otra muestra de sangre fue obtenida de cada hembra para

comprobar que ninguna hembra tuviera actividad ovarica.
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Cuadro 2. Namero de cabras muestreadas y seleccionadas a través de los niveles plasmaticos
de progesterona para ser puestas en contacto con los machos.

No. de hembras Cabras ciclicas Cabras Peso corporal(Kg) de

Rebaiio muestreadas 0 gestantes anovulatorias  cabras seleccionadas
n n n (promedio=SEM)

Grupo 1 45 11 34 46015
(Ejido el Cambio)
Grupo 2 43 3 40 44212
(Ejido Ricardo
Flores Magén)

3. Introduccion de los machos

De los machos del grupo DL+M se seleccionaron 4 animales, los cuales presentaban un
intenso comportamiento sexual, basado en el comportamiento agresivo y aspecto del pelo
(erizado, sucio etc; Walkden-Brown ef al., 1994). Del grupo Control se seleccionaron 4
animales al azar, debido a que el comportamiento sexual era bajo y similar entre los animales

de ese grupo.

El 15 de marzo de 1998 a las 08:00 horas, los machos seleccionados fueron
introducidos en cada grupo de hembras. En el Grupo 1 se introdujeron los machos Control
(uno en cada corral). En el Grupo 2 se introdujeron los machos DL+M. En ambos grupos, los

machos permanecieron con las hembras hasta el final del estudio (20 de abril).
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4. Variables evaluadas
4.1. Machos

4.1.1. Peso corporal

El peso corporal de los machos de los dos grupos fue determinado cada 15 dias durante
todo el periodo experimental. La determinacion del peso corporal se realizd antes de la

distribucion del forraje y el concentrado. Para ello, se utilizé una bascula con una precision de

200 g y una capacidad de 300 Kg.

i 4.1.2. Peso testicular

El peso testicular, indicador de la actividad de espermatogénesis (Delgadillo er al.,
1991; Walkden-Brown et al., 1994) fue determinado cada 15 dias mediante la técnica de
palpacion comparativa propuesta por Oldham et al. (1978). Este método consiste en un
orquidometro, el cual consiste de un collar de piezas sintéticas que tienen formas similares a
los testiculos con diferentes medidas: 50, 75, 100, 125, 150, 180 y 210 ml (1 ml=1 g). Esta

técnica consiste en palpar siempre el mismo testiculo de cada macho y compararlo con las

piezas del orquidémetro.

4. 1. 3. Testosterona

Para determinar los niveles plasmaticos de testosterona se obtuvieron muestras

sanguineas cada semana durante todo el tiempo experimental. La obtencién de muestras se
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realizé de la vena yugular (5 ml por animal). La toma de muestras se realizo a las 8:00 horas,
antes de proporcionar el alimento. Todas las muestras se obtuvieron en tubos al vacio que
contenian 30 pl de heparina como factor anticoagulante. Posteriormente, la sangre fue
centrifugada durante 20 minutos a 3000 rpm y el plasma obtenido fue congelado a -15, hasta
la determinacion de la testosterona, la cual se realizd mediante radioinmunonalisis, segun la
técnica propuesta por Garnier ef al.(1978). La sensibilidad del inter-ensayo fue de 0.1 ng/ml.

Las determinaciones se hicieron en un solo ensayo y el coeficiente de variacion fue de 8.0 %.

4.1.4. Melatonina

Para determinar si los machos Control y los machos DL+M estaban percibiendo
correctamente los dias decrecientes y los dias largos, respectivamente, se realizaron dos
muestreos seriados para la determinacidon de los niveles plasmaticos de melatonina. Estas
determinaciones se llevaron a acabo el dia 21 de noviembre. Para ello se obtuvo una muestra
sanguinea cada hora en los dos grupos de las 20:00 horas a la 1:00 horas, y de las 4:00 horas a
las 9:00 horas. Durante la fase obscura, se utilizaron lamparas de luz roja con una intensidad
menor a 3 lux. En cada muestreo sanguine(; se obtuvieron 5 ml de sangre de la vena yugular
de cada macho. Las muestras se obtuvieron en tubos al vacio con anticoagulante (30 pl de
heparina). La sangre obtenida fue centrifugada a 3000 rpm durante 20 minutos, y el plasma
obtenido se congeld a —15°C, hasta la determinacion de melatonina, la cual se realizo mediante
la técnica de radioinmunoanalisis. Esta hormona fue determinada por duplicado en muestras

de 100 pl de plasma segun la técnica descrita por Fraser ef a/. (1983), utilizando anticuerpos
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desarrollados por Tillet et al. {1986). La sensibilidad del ensayo fue de 4 pg/ml y el coeficiente

de variacion fue de 8 %,

4.1.5. Comportamiento sexual de los machos

Para comparar la actividad sexual de los machos en los dos grupos, estos fueron
observados de manera individual durante los primeros 5 dias, a partir de la introduccion de los
mismos. Dichas observaciones se realizaron por la mafiana (8:00 horas-10:00 horas), antes de
proporcionarles el alimento. Una persona observé cada macho y se registraron la inspeccidn

nasal, las aproximaciones, los intentos de montas y las montas.

Definiciones de cada uno de los comportamientos observados en los machos.

Inspeccion nasal: Se consideréo como inspeccidon nasal cuando el macho se aproximaba a la
hembra a una distancia no mayor de 5 cm, por la parte posterior y olfateaba su vulva o el ano.
Aproximaciones: se consideré como aproximacion, a cada uno de los acercamientos del
macho hacia las hembras por la parte lateral o posterior de éstas, emitiendo una vocalizacion
y/o levantando a la vez una de las patas anteriores.

Intento de monta: Se considerd un intento de monta a cada uno de los intentos realizados por
el macho para montar a una hembra sin conseguir su objetivo. En todos los casos la hembra no
aceptaba la monta.

Monta: Se considerd una monta cuando el macho conseguia montar a la hembra con

penetracion y eyaculacion.
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4.2. Hembras

4.2.1. Actividad estral

La actividad estral fue determinada por la aceptacion de las hembras a ser montadas
por el macho (Chemineau ef al., 1992), y la deteccion del estro fue realizada 2 veces por dia
(mafana y tarde). Para ello, los machos fueron manchados con grasa en el esternon, de tal
manera que al montar a las hembras, éstas quedaban marcadas. Las hembras que eran
manchadas por el macho eran limpiadas dos veces por dia (AM:PM). Esta determinacion se

realizd a partir del dia de la introduccion de los machos (dia 1) y hasta el dia 35.

4.2.2. Actividad ovulatoria

Esta actividad fue determinada mediante los niveles plasmaticos de progesterona. Se
consideré que una hembra tenia un cuerpo liteo funcional cuando ésta presentd niveles
plasmaticos de progesterona iguales o superiores a 0.5 ng/ml durante al menos dos muestreos
(Gémez-Brunet et al., 1995). Cuando una hembra present6 estos niveles por mas de 17 dias se
considero como un ciclo normal. Cuando una hembra presento niveles superiores a 0.05 ng/ml

durante menos de 16 dias se clasifico como un ciclo ovarico corto (Chemineau ef al., 1992).

Del dia 2 al 10 después de la introduccion de los machos, se obtuvo una muestra
sanguinea diariamente. Estos muestreos s& realizaron con la finalidad de detectar los ciclos
cortos que se presentan normalmente después de la introduccion de los machos (Chemineau,

1987). Del dia 11 al 35 el muestreo sanguineo se realizo cada dos dias.
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4.2.3. _Obtencidn de muestras y determinaciones hormonales

Todas la muestras sanguineas fueron obtenidas de la vena yugular en tubos al vacio de
5 ml, los cuales contenian 0.01 ml de acido etilendiaminotetra-acético (EDTA), como factor
anticoagulante. Posteriormente la sangre fue centrifugada durante 25 minutos a 3000 rpm y el
plasma obtenido fue congelado a -15° C hasta la determinacion de la progesterona, la cual se
realizo mediante radioinmunoanalisis. Las determinaciones de progesterona en las muestras
obtenidas del dia de la introduccion de los machos hasta el fin del estudio fueron realizadas
por una técnica cuantitativa debido a que un gran porcentaje de hembras inducidas por el
efecto macho presentan ciclos ovéricos cortos en los cuales la produccion de progesterona es

menor a 1 ng/ml.

4.2.4. Tasa de concepcion a los 25 dias, fertilidad al parto y prolificidad

Se considero que una hembra habia concebido cuando los niveles plasmaticos de
progesterona fueron >1.0 ng/ml durante al menos 21 dias después de la presentacion del
ltimo estro. La fertilidad al parto se calcul6 considerando el nimero de hembras que parieron
en relacion con las hembras que se consideraron que habian concebido a los 25 dias a través
de sus niveles plasmaticos de progesterona. La prolificidad fue calculada por €l nimero de

cabritos nacidos entre el numero de cabras que parieron.
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5. Anilisis estadisticos
5.1. Machos

5.1.1. Peso corporal y peso testicular

El peso corporal y testicular de los machos de los dos grupos fueron evaluados
mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) a dos factores (grupo x tiempo) con medidas
repetidas. Los promedios quincenales de los dos grupos fueron comparados mediante una

prueba ¢ de Student.

5.1.2. Testosterona

Las concentraciones plasmaticas de testosterona fueron analizadas mediante un
ANOVA de 2 factores (grupo x tiempo) con medidas repetidas. Posteriormente, los promedios

mensuales de los dos grupos fueron comparados mediante una prueba f de Student.

5.1.3. Melatonina

Las concentraciones plasmaticas de melatonina fueron analizados mediante un
ANOVA a dos factores (grupo x horas de muestro) con medidas repetidas. Posteriormente los

datos se compararon dos a dos con una prueba ¢ de Student.
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5.1.4. Comportamiento sexual de los machos

Con los datos individuales de cada uno de los comportamientos emitidos por los
machos se calculd el niamero total de cada comportamiento para los dos grupos vy
posteriormente se calculd el porcentaje de cada grupo. Las frecuencias fueron comparadas

mediante la prueba de probabilidades exacta de Fisher.

5.2. Hembras

5.2.1. _Actividad estral y ovulatoria

Las proporciones de las hembras que manifestaron actividades estral y ovulatoria en
los dos grupos fueron comparadas mediante la prueba de probabilidades exacta de Fisher. La
duracion del estro, el intervalo entre la introduccion de los machos y el inicio del estro fueron

comparados mediante la prueba ¢ de Student.

5.2.2. Fertilidad y prolificidad

La fertilidad de los dos grupos se comparé mediante la prueba de probabilidades exacta
de Fisher y la prolificidad se compard mediante la prueba de ¢ Student. En todos los
parametros expresados como medias se utiliz6 como mediada de dispersion el error estandar
de la media (E.E.M). Todos los analisis estadisticos fueron realizados mediante el paquete

estadistico SYSTAT 7.0 (SPSS, Chicago, ILL. USA, 1997).
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B. Capacidad de los machos tratados con dias largos y melatonina para inducir la

actividad sexual en las cabras anovulatorias de un mismo rebaiio

Para confirmar que la respuesta observada en las hembras en contacto con los machos
DL+M no se debia a una diferencia entre los dos rebafios, el experimento se repitid el afio
siguiente, utilizando solamente el rebafio estimulado con machos controles el primer afio. Al
igual que en la fase experimental I, las hembras ciclicas, detectadas a través de los niveles

plasmaticos de progesterona (n=12) fueron eliminadas antes de la introduccion.

Para este estudio, se utilizaron 66 hembras anovulatorias que fueron divididas en dos
grupos de 33 hembras cada uno. Las hembras de ambos grupos fueron encerradas en pequeiios
corrales con 1 macho por cada 11 hembras en cada corral (en total, 3 machos y 33 hembras
por cada grupo). En este experimento se evalud unicamente la actividad estral en las hembras,
la cual fue registrada diariamente durante 35 dias. Los tratamientos y las condiciones
experimentales, asi como las observaciones del comportamiento sexual de los machos fueron

idénticos a las del primer experimento.
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RESULTADOS

A. Capacidad de los machos tratados con dias largos y melatonina para inducir la

actividad sexual en las cabras anovulatorias de dos rebafios diferentes

1. Machos

1.1. Peso corporal

Al analizar las variaciones del! peso corporal de los machos de los grupos Control y
DL+M no se encontrd diferencia significativa entre los dos grupos [F (1, 180)= 0.003;
p<0.955]. Sin embargo, se encontro un efecto significativo del tiempo [F (14, 180)= 101.17,
p<0.001] y una interaccién grupo x tiempo [F (14, 180)= 14.39; p<0.001). El 15 de marzo, dia
de la introduccion de los machos en los dos grupos de hembras, el peso corporal de los machos
fue de 77.35 + 5.1 en el grupo Control y de 76.4 + 3.8 kg en el grupo DL+M (Ver Figura 6).
En las comparaciones dos a dos no se encontré diferencia significativa entre los dos grupos (¢

de Student; p>0.05).
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Fugura 6. Evolucion de! peso corporal (promedio + E.E. M.) en los machos cabrios Criollos
sometidos a las variaciones naturales del fotoperiodo (Grupo Control: n=7) v de los machos
sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la implantacion subcutinea de melatonina
(Grupo DL+M; n=7). La flecha indica la fecha cuando los machos fueron puestos en
contacto con las hembras. No se encontré diferencia significativa en ninguna fecha entre los
dos grupos (¢ de Student, p>0.05).

1.2. Peso testicular

Las variaciones del peso testicular de los machos del grupo Control y del grupo DL+M
son mostrados en la Figura 7. El ANOVA no mostr6 diferencia significativa entre los dos
grupos [F (1, 180)= 0.009; p<0.928]. Sin embargo, se encontré un efecto significativo del
tiempo .[F (14, 180)= 33.22; p<0.001] y ée observé una interaccion grupo x tiempo del
experimento [F (1, 180)= 8.33 p<0.001]. En efecto, en el grupo DL+M, el peso testicular se

incrementé desde el 30 de enero, para alcanzar su maximo valor el 15 de marzo. A partir de
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esta fecha el peso testicular de este grupo inicié una disminucion progresiva hasta el final del
estudio. En cambio, en el grupo Control,. el peso de las goénadas presenté un crecimiento
progresivo desde el 1 de febrero, alcanzando su méximo nivel en mayo. El 15 de marzo, el
peso testicular de los machos fue de 95.7 £ 9.0 gr en el grupo Control y de 120.0 + 14.4 en el

grupo DL+M. En las comparaciones dos a dos no se encontrd ninguna diferencia significativa

entre los dos grupos ( de Student; p>0.05).
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Figura 7. Evolucion del peso testicular (promedio + E.E.M.) en los machos cabrios Criollos
sometidos a las variaciones naturales del fotoperiodo (Grupo Control; n=7) y de los machos
sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la implantacion subcutanea de melatonina
(Grupo DL+M; n=7). La flecha indica la fecha cuando los machos fueron puestos en
contacto con las hembras. No se encontro diferencia significativa en ninguna fecha entre los
dos grupos {7 de Student, p>0.05).
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1.3. Testosterona

La evolucion de la concentracion plasmatica de testosterona de los grupos Control y
DL+M se puede apreciar en la Figura 8. El ANOVA revel6 un efecto significativo del grupo
[F (1, 350)=8.82; p<0.012], asi como un efecto significativo del tiempo [F (23, 350)=9.02;
p<0.001] y una interaccion tiempo x grupo sobre la secrecion de la testosterona {F (23,
350)=8.31; p<0.001]. El 15 de marzo, dia de la introduccidn de los machos en los dos grupos
de hembras, la concentracion de testosterona de los machos utilizados en el estudio, fue de 1.6
+ 0.3 ng/ml en el grupo Control y de 18.8 + ng/ml en el DL+M (P<0.05). En las
comparaciones dos a dos se encontro diferencia significativa entre los dos grupos el 20 de

febrero, 06, 13, 20 y 27 de marzo y el 03 de abril (¢ de Student; p<0.05).
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Figura 8. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de testosterona (promedio *
EEM.) en los machos cabrios Criollos sometidos a las variaciones naturales del
fotoperiodo (Grupo Control, n=7) y de los machos sometidos a 2.5 meses de dias largos
seguidos de la implantacion subcutanea de melatonina (Grupo DL+M; n=7). La flecha
indica la fecha cuando los machos fueron puestos en contacto con las hembras. * Indica
diferencias significativas entre los dos grupos (¢ de Student, p>0.05).
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1.4. Melatonina

Los niveles plasmaticos de la melatonina en los grupos Control y DL+M son
mostrados en la Figuras 9. El ANOVA reveld un efecto significativo del tiempo (hora de
muestreo) sobre la secrecion de melatonina [F (11, 144)=4.35; p<0.001]. No se encontré
diferencia significativa entre los dos grupos |F (1, 144)=0.373; p<0.553], asi como tampoco se

encontré diferencia significativa en la interaccion entre grupo x tiempo del experimento [F

(11, 144)=1.14; p<0.333].
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Figura 9. Concentracion plasmatica de melatonina (promedio = E.E.M.) de ios machos que
percibieron las variaciones naturales del fotoperiodo (Grupo Control; n=7) y de los machos
que fueron expuestos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la aplicacion subcutinea de
melatonina (Grupo DL+M; n=7). Este muestro se realizé el 21 de noviembre de 1997,
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1.5. Comportamiento sexual de los machos

El comportamiento sexual de los machos cabrios observado durante los primeros S dias
de contacto con las hembras fue significativamente mas intenso en los machos del grupo
DL+M que en los machos Control (Figura 10). De 272 inspecciones nasales observadas en los
machos de ambos grupos, 215 fueron realizados por los machos del grupo DL+M (p<0.001,
contra 136, en caso de la hipotesis nula de una reparticion al azar). De 492 aproximaciones
observadas, 485 fueron observadas en ¢l grupo DL+M (p<0.001). De 27 intentos de monta, 26
fueron realizados por los machos del grupo DL+M (p<0.001). Finalmente, el total de las

montas registradas (26) fueron realizadas por los machos del grupo DL+M (p<0.001).
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Figura 10. Distribucidn de cada tipo de comportamiento observado entre los dos grupos de
machos, expresado como porcentaje del numero total de comportamientos observados. El
comportamiento sexual fue observado dos horas diarias por los primeros 5 dias de contacto
con las hembras. *Indica diferencias entre los grupos Control y DL+M (prueba de
probabilidades exacta de Fisher; p<0.001).
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2, Hembras
2.1. Respuesta de las hembras al macho

2. 1.1. Actividad estral y ovdrica

Durante el estudio, ninguna hembra puesta en contacto con los machos del grupo
Control manifestd actividad estral durante el periodo de estudio. Solo en el 5 % (2/34) de las
hembras de este grupo se detectd una ovulacion y un cuerpo luteo de corta duracion, el 95 %

restante no manifestd actividad ovarica.

Contrariamente a la baja actividad estral y ovarica de las hembras que estuvieron en
contacto con los machos Control, el 100 % (40/40) de las hembras que estuvieron en contacto
con los machos DL+M manifestaron al menos 1 estro en los primeros 11 dias después de la

introduccion de los mismos (prueba de probabilidades exacta de Fisher, p<0.001).

La respuesta de las hembras estuvo dividida en dos periodos con un alto porcentaje de
hembras que mostraron dos estros y dos ovulaciones en un intervalo de 5.0 £ 0.2 dias en
promedio. En el primer periodo de actividad (dia 1 al 6), 26 cabras ovularon y presentaron
comportamiento de estro, de las cuales 4 quedaron gestantes en esa ocasion, mientras que las
otras 22 ovularon y presentaron comportamiento de estro nuevamente entre el dia 7y 11 (Ver
Figura 11). De éstas, 20 quedaron gestantes, 1 no quedd gestante y otra manifestd nuevamente
comportamiento de estro después de un ciclo estral normal y finalmente quedo gestante. Por
otro lado, otras 6 hembras ovularon entre el dia 1 y 6 sin manifestar comportamiento de estro.
Sin embargo, en todas ellas esta ovulacién fue seguida de un cuerpo luteo de corta duracion y

ovularon nuevamente entre el dia 7 y 11. En esta ocasion todas las ovulaciones fueron
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acompafiadas de comportamiento de estro. Algo similar sucedié con las 6 cabras que
manifestaron unicamente comportamiento de estro entre el dia 1 y 6. Todas ellas ovularon y
presentaron un segundo estro entre el dia 7 y 11 después de un ciclo corto, quedando todas
ellas gestantes. Finalmente, 2 cabras ovularon y presentaron estro hasta el segundo periodo de

actividad. De estas hembras, una qued6 gestante en esa ocasion, mientras que la otra no.

En las hembras que presentaron unz respuesta temprana {(entre el dia 1 y 6), el intervalo
entre la introduccion de los machos y el inicio del estro fue de 3.5 + 0.2 dias. En las hembras
que respondieron tarde (del dia 7 al 11), ese intervalo fue de 9.1 + 0.4 dias. Finalmente, |
hembra ovulé y manifesté comportamiento de estro alrededor del dia 26 después de la
introduccién de los machos. En la Figura 12 se puede observar la respuesta en la actividad

estral de las hembras que estuvieron en contacto con los machos tratados con dias largos vy

melatonina.
l% 4 Gestantes 20 Gestantes
> 26 Ov+E 22 Ov+E 1 No gestante
1 Ov+ E Gestante
> 6 Ovulacion ——> 6 Ov +E Gestantes
40 hembras

——> 6 Estro ———> 6 Ov + E Gestantes

1 Gestantes

20v+E [ 1 No gestante

%

Dia 1-6 Dia 7-11 Dia 12-26

Figura 11. Respuesta estral y ovulatoria de las hembras que estuvieron en contacto con
machos que fueron previamente expuestos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la
administracion de melatonina. Ov+E= ovulacion y estro.
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Figura 12. Porcentaje de hembras que manifestaron actividad estral después de haber sido
puestas en contacto con 4 machos del grupo Control (-0-) o con 4 machos sexualmente
activos (DL+M), los cuales fueron sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la
insercion subcutanea de 2 implantes de melatonina {-e-).

2.1.2. Diferentes evoluciones en la concentracion plasmdrica de progesterona

La concentracién plasmatica de progesterona en las hembras que presentaron un

cuerpo liteo normal, se elevo de su nivel basal (<0.5 ng/ml) hasta 4.3 + 0.5 ng/ml en los 7 dias

siguientes, manteniendo esta concentracion por varios dias . En cambio, en las hembras que

tuvieron un primer ciclo ovulatorio con un cuerpo luteo de corta duracién (70%), los niveles

plasmaticos de progesterona se elevaron, en algunos casos hasta 5.0 ng/ml, mientras que en los

otros, los valores fueron 2.3 ng/ml, regresando rapidamente a su nivel basal. En la Figura 13 se

pueden observar 4 ejemplos de evoluciones en la concentracion plasmatica de progesterona.
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Figura 13. Ejemplos de la respuesta estral ( EN) y los perfiles representativos del patron de

progesterona ( — ) secretada por 4 hembras que estuvieron

en contacto con 4 machos

tratados con 2.5 meses de dias largos seguido la aplicacion subcutanea de melatonina. La

flecha indica la fecha probable en que ocurrid la ovulacion.
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2.1.3. Tasa de concepcion a los 23 dias, fertilidad al parto y prolificidad

La tasa de concepcidn a los 25 dias en las hembras puestas en contacto con los machos
DL+M fue de 95 % (38/40). De estas hembras, (nicamente parieron el 63.2 % (24/38). La
prolificidad en estas hembras fue de 2.0 £ 0.1 crias por hembra (Cuadro 3). Por el contrario, la
tasa de concepcion de las hembras que estuvieron en contacto con los machos del grupo

Control fue de 0 %. (prueba de probabilidades exacta de Fisher, P<0.0001).

Cuadro 3. Nimero de hembras que presentaron actividad estral y ovulatoria después de haber
estado en contacto durante 35 dias con machos Control y con machos expuestos a 2.5 meses
de dias largos y melatonina (DL+M).

No. de machos Hembras Ovulaciones Estros Fertilidad Prolificidad
n % % al parto
Y%
Control 34 2 0 0 0
(n=4)
DL+M 40 100 100 63.2 2+01

(n=4)




79

B. Induccién. de la actividad sexual de las cabras anovulatorias de un mismo rebaiio

mediante la introduccién de machos sexualmente activos

1, Machos

L 1. Comportamiento sexual de los machos

Cuando el experimento fue realizado con hembras de un mismo rebafio, el
comportamiento sexual de los machos fue similar al observado en el experimento I. Al igual que
en el experimento anterior, los machos DL+M mostraron un mayor numero de respuestas
conductuales que los machos Control (Figura 14). Del total de 489 inspecciones nasales, 404
fueron realizadas por los machos DL+M (prueba de probabilidades exacta de Fisher; p<0.001).
De 993 casos de aproximaciones realizadas por los machos de los dos grupos, 970 fueron
observadas en el grupo DL+M (prueba de probabilidades exacta de Fisher, p<0.001).
Asimismo, todos los intentos de monta y el total de las montas fueron realizados por los machos

DLA+M (65 v 58, respectivamente; prueba de probabilidades exacta de Fisher; p<0.001).

DE LA BIBLIOTECA

2. Hembras

ESTA TESIS NO SALE

2.2. Respuesta de las hembras al efecto macho

De las hembras que estuvieron en contacto con los machos Control, unicamente una
hembra presenté comportamiento de estro el dia 10 después de la introduccion de los machos.
En contraste, 27 de las 33 hembras (81.1 %) que estuvieron en contacto con los machos DL+M
mostraron comportamiento de estro entre el dia 2 y 14 después la introduccion de los machos

(Figura 15). Del total de las hembras, 21 (63.6 %) mostraron comportamiento de estro entre el
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dia 2 y 6. De estas ultimas, 19 de las 21 mostraron un ciclo estral corto y presentaron estro por
segunda ocasion entre los dias 7 y 14. Las otras dos hembras hicieron un ciclo normal y no
presentaron nuevamente estro. En total, 26 de las 33 hembras mostraron estro entre los dias 7 y
14. Después del dia 14, ninguna hembra de este grupo manifesté comportamiento de estro. En
las hembras que presentaron una respuesta temprana (entre el dia 1 y 6; n=21), el intervalo entre
lg introduccion de los machos y el inicio del estro fue de 3.7 + 0.2 dias. En las hembras que

respondieron tarde (del dia 7 al 14; n=6), ese intervalo fue de 8.7 + 0.3 dias.
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Figura 14. Distribucion de cada tipo de comportamiento observado entre los dos grupos de
machos, expresado como porcentaje del nimero total de comportamientos observados. El
comportamiento sexual fue observado dos horas diarias durante los primeros 5 dias de
contacto con las hembras. *Indica diferencias entre los grupos Control y DL+M (prueba de
probabilidades exacta de Fisher; P<0.001).
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Figura 15. Porcentaje de hembras de un mismo rebafio que manifestaron actividad estral
después de haber sido puestas en contacto con 3 machos del grupo Control (-o-) o con 3
machos sexualmente activos del grupo DL+M (-e-), los cuales fueron sometidos a 2.5
meses de dias largos seguidos de la insercion subcutdnea de 2 implantes de melatonina. La
introduccién del macho se realizo en el mes de marzo (anestro). Se constatd que todas las
hembras estuvieran en anestro (niveles de progesterona) previo a la introduccién del
macho.




FASE EXPERIMENTAL II
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Induccién de la actividad sexual de los machos cabrios mediante dias largos artificiales

MATERIALES Y METODOS

1. Localizacion del experimento

La segunda fase experimental se realizo en la Unidad Ovina y Caprina del Centro de
Neurobiologia localizada en las instalaciones det Rancho Amazcala de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro. Dichas instalaciones se encuentran
ubicadas en el km 27 de la carretera Querétaro-Chichimequillas, en la comunidad de
Amazcala perteneciente al municipio del Marqués, Querétaro. Dicha localidad esta situada a
una latitud de 20°42° y una longitud de 100° 16’ ceste. La altitud es de 1850 metros sobre el
nivel del mar. La temperatura media mensual méxima se registra en el mes de mayo con 19.6°
C y la minima en el mes de diciembre con 12.7° C. La precipitacién media anual es de 450-
630 mm, la mayor incidencia pluvial es de 114 mm en los meses de julio y agosto, y la

minima en el mes de Febrero con solo 5.7 mm. (INEGI, 1986).

2. Animales y alimentacion

Para este estudio se utilizaron 24 machos cabrios Criollos que al inicio del experimento
tenian 18 meses de edad. Estos machos fueron encerrados en corrales al aire libre con sombra
y durante todo el estudio estuvieron alimentados con heno de alfaifa a libre acceso y 300 gr de

concentrado comercial (14 % de Proteina Cruda) por dia y por animal. El agua y los minerales
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fueron proporcionados a libre acceso. El 15 de octubre de 1998, los machos fueron repartidos

en tres grupos homogéneos de acuerdo al peso corporal y peso testicular.

3. Tratamientos

Grupo Control

Los machos del Grupo Control (n=8) fueron alojados en un corral de 6 x 6 metros y
percibieron durante todo el estudio las variaciones naturales del fotoperiodo y la temperatura

de la region.

Grupo Dias largos + Melatonina (DL+M)

Los machos del Grupo DL+M ( n=8) fueron alojados en un corral de 6 x 6 metros y
fueron sometidos del 1 de noviembre de 1998 al 15 de enero de 1999 a dias largos artificiales.
El procedimiento para la aplicacion de los dias largos artificiales fue idéntico al utilizado en el
experimento 1. El 16 de enero de 1999, cada macho de este grupo recibio6 en la base de la oreja
dos implantes subcutdneos de melatonina (Regulin, Hoechst) de 18 mg cada uno. En ese
momento se suspendio el tratamiento fotoperiddico y los machos percibieron las variaciones

naturales del fotoperoido.

Grupo Dias Larsos (DL)

Los machos del Grupo DL (n=8) fueron alojados en un corral de 6 x 6 metros y fueron
sometidos a dias largos (16 h de luz/ 8 h de obscuridad) del 1 de noviembre de 1998 al 15 de |
junio de 1999. El procedimiento para la aplicacidn de los dias largos fue igual al descrito en el

Grupo DL+M.



4. Variables evaluadas

4.1. Peso corporal

El peso corporal de los machos de los tres grupos fue determinado cada 15 dias durante
todo el periodo experimental. La determinacién del peso se realizo antes de la distribucion del

forraje y el concentrado. Para ello, se utilizé una bascula electronica con una precision de 10 g

y una capacidad de 300 Kg.

4.2, Peso testicular

El peso testicular, indicador de la actividad de espermatogénesis (Delgadillo ef al,

1991; Walkden-Brown et al., 1994) fue determinado cada 15 dias mediante la técnica de

palpacion comparativa propuesta por Oldham et al. (19738).

4.3. Testosterona

Para determinar los niveles plasmaticos de testosterona se obtuvieron muestras
sanguineas cada semana durante todo el tiempo experimental. La obtencion de muestras se
realizo de la vena yugular (5 ml por animal). La toma de muestras se realizd a las 8:00 horas,
antes de proporcionar el alimento. Todas las muestras se obtuvieron en tubos al vacio que
contenian 30 pl de heparina como factor anticoagulante. Posteriormente, la sangre fue
centrifugada durante 20 minutos a 3000 rpm y el plasma obtenido fue congelado a —15° C,

hasta la determinacion de testosterona, la cual se realizé mediante radioinmunodlisis, segun la
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técnica propuesta por Garnier ef al. (1978). La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/ml. Las
determinaciones de testosterona se relizaron en un solo ensayo y el coeficiente de variaciéon

inter-ensayo fue de 12 %.

4.4, Prolactina

Los niveles plasmaticos de prolactina fueron determinados semanalmente durante todo
el estudio. Para ello se obtuvieron 5 ml de sangre de la vena yugular en tubos al vacio con 30

ul de heparina como factor anticoagulante. La sangre fue centrifugada durante 25 minutos a

3000 rpm y el plasma obtenido fue congelado a -15° C hasta la determinacién de la prolactina
mediante radioinmunoanalisis. La determinacion de prolactina se realizé en un sélo ensayo

utilizando el método de Kann (1971). La sensibilidad del ensayo fue de 8.9 %.

4.5, Comportamiento sexual de los machos

Para determinar la conducta sexual de los machos en respuesta al tratamiento, se
realizaron 2 pruebas de comportamiento en los tres grupos. Para ello, de manera individual el
14 abril de 1999, los machos de los tres grupos fueron puestos en contacto durante 25 minutos
con 3 hembras a las cuales se les aplicé una esponja intravaginal conteniendo 45 mg de
Acetato de Flurogestona (FGA) 12 dias antes de realizar la prueba, con la finalidad de simular

una fase luteal y que de esta manera las hembras no mostraran comportamiento de estro.
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Posteriormente, €l 16 de abril de 1999, otra prueba fue realizada con los mismos
machos. En esta ocasion las hembras fueron inducidas artificialmente al estro mediante la
aplicacion de una esponja intravaginal conteniendo I;GA, y al momento de retirarlas (después
de 21 dias) se les aplico intramuscularmente 50 ul de cipionato de estradiol (Billings y Katz,
1997). Con este tratamiento, las hembras mostraron comportamiento de estro al dia siguiente
de retirada la esponja. En las dos pruebas de comportamiento se registro el numero de
inspecciones nasales, aproximaciones, intentos de monta, montas sin penetracion y montas con

penetracion y eyaculacion,
5. Analisis estadisticos
5.1. Peso corporal.
El peso corporal y testicular de los machos de los tres grupos fueron sometidos a un

ANOVA a dos factores (grupo x tiempo) con medidas repetidas. Posteriormente los promedios

quincenales fueron comprados mediante la prueba post-hoc de Tukey

5.2. Testosterona y prolactina

Las concentraciones plasmaticas de testosterona y prolactina fueron analizadas
mediante un ANOVA a dos factores (grupo x tiempo) con medidas repetidas. Los datos

quincenales fueron comparados mediante la prueba post-hoc de Tukey.
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5.3. Pruebas de comportamiento
En cada una de las pruebas de comportamiento, el nimero de conductas emitidas por

los machos de los tres grupos fueron comparadas mediante la prueba de X%
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RESULTADOS

1. Respuesta fisiologica de los machos a los tratamientos

1.1. Peso corporal

Las variaciones del peso corporal de los machos de los tres grupos son mostradas en la
Figura 16. Al analizar las variaciones del peso corporal de los machos de los tres grupos no se
encontro diferencia significativa en cuanto al factor grupo [F (2, 609)= 1.081; p<0.357]. Sin
embargo, se encontrd un efecto significativo del tiempo [F (15, 609)=218.82; p<0.001] y una
interaccion grupo x tiempo [F (30, 609)=4.23; p<0.001), lo cual indica que ¢l peso corporal de
los grupos evoluciond de manera diferente. En efecto, desde el inicio del estudio los machos
de los tres grupos mostraron un crecimiento corporal que se mantuvo hasta marzo, mes en el
cual el peso corporal de los grupos DL+M y DL se mantuvo sin cambio. Al contrario, el peso
corporal del grupo Control continud en aumento hasta el final del estudio. En las pruebas post-

hoc no se encontré diferencia significativa entre los dos grupos (Tukey, p>0.03).

1.2. Peso testicular

Las variaciones del peso testicular de los machos del grupo Contro! y del grupo DL+M
son mostrados en la Figura 17. El ANOVA no mostro diferencia significativa entre los tres
grupos [F (2, 609)= 0.561; p<0.579]. Sin embargo, se encontré un efecto significativo del
tiempo [F (15, 609)= 59.38; p<0.001] y se observoé una interaccion grupo x tiempo del

experimento [F (30, 609)= 4.64 p<0.001}. En el grupo Control, el peso testicular mantuvo un
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crecimiento progresivo, hasta alcanzar su valor maximo en el mes de mayo. Al contrario, para
los machos de los grupos DL+M y DL, el peso testicular inicié su crecimiento a partir de
febrero, para alcanzar su nivel maximo el 15 de marzo, fecha en la cual, el peso testicular del
DL+M inicié una disminucion progresiva hasta el mes de mayo. En cambio en el grupo DL el
peso testicular se mantuvo durante abril y mayo en sus niveles maximos. En las pruebas post-
hoc se encontré diferencia significativa entre el grupo Control y DL el 25 de mayo, elly8de

junio (Tukey, p<0.05).
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Figura 16. Evolucién del peso corporal (promedio + E.E.M.) de los machos cabrios Criollos
sometidos a las variaciones naturales del fotoperiodo (Control; n=8), de los machos
sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la nsercion subcutanea de melatonina
(DL+M; n=8) y de los machos sometidos a dias largos del 1 de noviembre al 15 de junio

(DL; n=8).
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Figura 17. Evolucion del peso testicular (promedio + EEM.) de los machos cabrios
Criollos sometidos a las variaciones naturaies del fotoperiodo (Control; n=8), de los machos
sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la insercién subcutinea de melatonina
(DL+M; n=8) y de los machos sometidos a dias largos del 1 de noviembre al 15 de junio
(DL; n=8). * Indica diferencias entre grupos (Tukey, p<0.05).
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1.3. Testosterona

El ANOVA no reveld un efecto significativo del grupo [F (2, 696)=1.647; p<0.217],
pero se encontro un efecto significativo del tiempo [F (31, 696)=14.542; p<0.001} y una
interaccion tiempo x grupo sobre la secrecion de la testosterona [F (62, 696)=3.76; p<0.001].
En efecto, en los tres grupos las concentraciones plasmaticas de testosterona se mantuvieron
en sus niveles basales desde noviembre hasta finales de febrero. Posteriormente las
concentraciones de testosterona de los grupos DL+M y DL aumentaron hasta alcanzar sus
niveles mas altos en marzo. En el grupo DL+M estas elevadas concentraciones se mantuvieron
durante un mes para posteriormente disminuir progresivamente. En cambio, en el grupo DL,
las concentraciones de testosterona se mantuvieron elevadas desde marzo y hasta el final del
estudio. En el grupo Control, en cambio, se observo un incremento en las concentraciones de
testosterona a finales de marzo para posteriormente disminuir y mantenerse en niveles de entre
5 y 14 ng/ml por el resto del estudio. En las pruebas post-hoc se encontrd diferencia
significativa entre el grupo Control y DL+M el 16 de febrero, asi como el 2 y 9 de marzo.
Ademads se encontrd diferencia significativa entre los grupos Control y DL el 15 de mayo vy el
1 de junio. Por otro lado, se registré también diferencia significativa entre los grupos DL+M y

DL el 4, 18 y 25 de mayo, asi como el 1 y 6 de junio (Tukey, p<0.05; Figura 18).

1.4. Prolactina

El ANOVA revelé un efecto significativo del tiempo [F (31, 696)=3.78; p<0.001]

sobre la secrecion plasmatica de prolactina en los tres grupos (Ver Figura 19). También existio



94

una interaccion entre grupo x tiempo del experimento [F (62, 696)=3.22; p<0.001], indicando
que la evolucion de la prolactina plasmatica fue diferente entre los 3 grupos. En las pruebas
post-hoc se encontraron diferencias significativas entre el grupo Control y DL+M el 3 de
noviembre, 8 de febrero, 1 y 8 de marzo. De igual manera, se encontraron diferencias
significativas entre el grupo DL+M y DL el 1, 8 y 19 de febrero, asi como el 1 de marzo

{Tukey, p<0.05).



Control
DL+M Dias Largos
DL Dias Largos

35+ —O— DL+M *
30 f —@— Control

25
20
15
10

Testosterona (ng/ml)

Meses

Figura 18. Evolucién de las concentraciones plasmaticas de testosterona (promedio *
E.E.M.) de los machos cabrios Criollos sometidos a las variaciones naturales del fotoperiodo
(Control; n=8), de los machos sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la insercion
subcutanea de melatoning (DL+M; n=8) y de los machos sometidos a dias largos del 1 de
noviembre al 15 de junio (DL, n=8). * Indica diferencias entre grupos (Tukey, p<0.05).
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Figura 19. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de prolactina (promedio + EEM.)
de los machos cabrios Criollos sometidos a las vanaciones naturales del fotoperiodo
(Control; n=8), de los machos sometidos a 2.5 meses de dias largos seguidos de la insercion
subcutanea de melatonina (DL+M; n=8) y de los machos sometidos a dias largos del 1 de
noviembre al 15 de junio (DL; n=8). * Indica diferencias entre grupos (Tukey, p<0.05).
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1.5.Comportamiento sexual de los machos

Cuando las pruebas de comportamiento de los machos cabrios se realizaron con
hembras que no mostraban comportamiento de estro el 14 de abril de 1999, el grupo DL fue
superior al grupo DL+M vy al grupo Control (Ver Figura 20). En efecto, el nimero total de
inspecciones nasales en el grupo DL (78) fue mayor a lo mostrado por los machos de los
grupos DL+M (65) y Control (46; X*; p<0.01). De igual manera, el nimero de aproximaciones
realizadas por los machos DL (310), fue superior al grupo DL+M vy al grupo Control (95 y 58,
respectivamente; X>, p<0.01). Igualmente, los machos del grupo DL realizaron
significativamente mas intentos de monta que los machos del grupo DL+M y Control (39 para
el grupo DL, 6y 2, para el grupo DL+M y Control respectivamente, X*; p<0.01). En nimero
de montas sin penetracidn realizadas por los machos del grupo DL (16) fue significativamente
supertor a las realizadas por los grupos DL+M (1) y Control (2; X2 p<0.01). Finalmente, en el
numero de montas con eyaculacion no se encontro diferencias significativas entre tres grupos

(Xz; p>0.05).

Cuando las pruebas de comportamiento sexual se realizaron nuevamente con hembras
que fueron inducidas artificialmente al estro (receptivas) el 16 de abril de 1999, los machos de
los grupos DL+M y DL mostraron un mayor numero de conductas con respecto al grupo
Control (Ver Figura 21). Asi, el nimero de inspecciones nasales realizadas por los machos de
los grupos DL+M (284) y DL (302) fue significativamente superior al grupo Control (54; X*;
p<0.01). El nimero de aproximaciones del grupo DL+M (527) y del grupo DL (543) fue
significativamente superior a los del grupo Control (219; X% p<0.01). En los intentos de

monta y las montas sin penetracion no se ericontré diferencia significativa entre los tres grupos
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(X% p>0.05). El nimero de montas con eyaculacion realizadas por los grupos DL+M (27) y
DL (29) fue superior a las realizadas por los machos del grupo Control (13; X*; p<0.05). No se

encontraron diferencias significativas entre los grupos DL+M y DL en ninguna de las

conductas.
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Figura 20. Comportamiento sexual de los machos cabrios Control (n=8), de los machos
tratados con dias largos y melatonina (DL+M; n=8) y machos tratados con dias largos
unicamente (DL; n=8). Los machos de los tres grupos fueron expuestos individualmente y
durante 25 minutos con 3 cabras a las cuales se les aplicd una esponja intravaginal (45 mg de
Acetato de Flurogestona ) 12 dias antes de la prueba con la finalidad de simular una fase luteal
y que de esta manera no mostraran comportamiento de estro. La prueba se realizo el 14 de
abril de 1999. Literales diferentes indican diferencias entre grupos (X*; p<0.05).
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Figura 21. Comportamiento sexual de los machos Control (n=8), de los machos tratados con
dias largos y melatonina (DL+M; n=8) y de los machos tratados con dias largos unicamente
(DL; n=8). Los machos de los tres grupos fueron expuestos individualmente y durante 25
minutos con 3 hembras que fueron inducidas artificialmente al estro el 16 de abril de 1999.
Literales diferentes indican diferencias entre grupos (X%, p<0.05).
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DISCUSION

En la primer fase experimental se demuestra que la ausencia de respuesta por la
introduccién de los machos durante el anestro no es causada por una incapacidad de las
hembras para responder al estimulo del macho. La inducciéon de actividad sexual en dichas
hembras no ocurrié cuando se expusieron a machos sexualmente inactivos del grupo Control.
En contraste, la actividad sexual fue exitosamente inducida en todas las hembras cuando éstas
fueron expuestas a machos que presentaban un intenso comportamiento sexual, inducido a su
vez por el tratamiento de éstos con la exposicion a dias largos y la administracion de
melatonina. Estos resultados sugieren fuertemente que el fracaso del efecto macho durante el
anestro estacional es debido, muy probablemente, a una reduccion en la intensidad del

estimulo del macho, mas que a una total incapacidad para responder por parte de la hembra.

De las hembras que estuvieron en contacto con los machos Control en la primer fase
experimental, Unicamente 2 hembras ovularon y ninguna presento un comportamiento de estro
durante el estudio. Esa ausencia de respuesta de las hembras al efecto macho puede parecer
diferente de lo reportado anteriormente en ovejas (Martin, 1984) y cabras (Chemineau, 1987,
Walkden-Brown et al., 1993a). Estos autores reportaron que la introducciéon de machos en un
grupo de hembras anovulatorias, después de al menos 3 semanas de completa separacién,
induce actividad sexual en la mayoria de las hembras, utilizando machos sin un tratamiento
previo. Sin embargo, esos resultados fueron obtenidos justo antes del inicio de la estacion
natural de reproduccion, cuando las hembras estan por iniciar su actividad sexual de manera
natural. Por el contrano, en el presente estudio el efecto macho fue realizado durante el

periodo de anestro estacional, lo cual puede explicar por qué la introduccion de machos
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sexualmente inactivos del grupo Control no fue efectiva. Estos resultados son también
similares a los obtenidos en un estudio realizado en la misma latitud en el norie de México, en
el cual, la introduccion de machos cabrios intactos o castrados y tratados con testosterona
durante el anestro no fue efectiva para inducir actividad sexual en las cabras anovulatorias

(Mellado y Hernandez, 1996).

Por otro lado, existen reportes que indican que ia respuesta de las hembras al efecto
macho depende de la profundidad del anestro, la cual estd determinada por el numero de
hembras que ovulan espontaneamente antes de la introduccion de los machos (Chemineau,
1987). En el primer estudio, 14 de las 88 hembras muestreadas inicialmente presentaron
actividad ovarica antes de la introduccién de los machos y fueron eliminadas del estudio antes
de la exposicidn a los mismos. En el afio siguiente, 15 hembras de 78 fueron ciclicas, 1o cual
demuestra que la mayoria de las hembras estaban anovulatorias. Tampoco se puede excluir
que la capacidad de las hembras para responder al estimulo de los machos podria haber sido
mas baja en el grupo en contacto con los machos Control, debido a algunos factores que no
fueron controlados en dicho reba‘ﬁo, tal como las condiciones sanitarias o diferencias genéticas
entre los animales. Sin embrago, esto es refutado por tres razones. Primero, las hembras
estuvieron en un mismo plan alimentario desde un mes antes de la introduccion de los machos
y no hubo diferencias aparentes entre los dos grupos. Segundo, los machos Control fueron
introducidos en el rebafio que tenia una mayor proporcion de hembras ciclicas antes de la
introduccion de los machos, lo cual sugiere que la respuesta potencial en ese grupo pudiera
haber sido mas alta que en el grupo donde se introdujeron los machos sexualmente activos.
Tercero, los resultados obtenidos en los dos diferentes rebafos en el primer experimento

fueron confirmados al siguiente aiio, cuando los machos Controles y los machos DL+M fueron
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introducidos con hembras de un mismo rebafioc y fueron mantenidos en las mismas
condiciones. En este caso, todas las hembras del mismo rebafio que no habian respondido en el
aflo previo mostraron una respuesta completa con los machos DL+M, mientras que
nuevamente las hembras que estuvieron en contacto con los machos Controles no

respondieron.

En el primer estudio, todas las hembras en contacto con los machos tratados con dias
largos y melatonina presentaron actividad sexual en los primeros 11 dias después de la
introduccion de los machos. Después de pocos dias de contacto con los machos, todas las
hembras ovularon y presentaron comportamiento de estro y estas actividades estuvieron
divididas en dos periodos, con un alto porcentaje de hembras que mostraron dos ciclos estrales
y ovulatorios. Cuando repetimos el experimento el afio siguiente, en el cual se registro
unicamente la actividad estral, el 81.8 % (27 de 33) de las hembras mostraron estro entre el dia
2 y 14 después de la introduccién de los machos. La respuesta fisiologica de las hembras
inducidas con los machos tratados con dias largos y melatonina fue similar a lo reportado
anteriormente en cabras anovulatorias después de la introduccion de machos sin tratamiento
previo, pero en una época cuando se espera una maxima respuesta (Chemineau, 1987; Restall,

1988; Walkden-Brown ef al., 1993a).

Debido a que la introduccidn de los machos sexualmente inactivos del grupo Control
fue inefectiva para inducir actividad sexual durante el anestro, se sugiere que las hembras
responden al efecto macho en ésta época unicamente cuando se introducen machos
sexualmente activos. En este experimento, los machos que fueron tratados previamente con

2.5 meses de dias largos y melatonina presentaron un elevado peso testicular, asi como
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concentraciones de testosterona elevadas, lo cual es un indicativo de actividad sexual. El
mayor peso testicular y los mayores niveles de testosterona de estos machos fueron
observados en la segunda quincena de marzo, fechas en las cuales fueron puestos en contacto
con las hembras. Ademas, cuando estos machos fueron puestos en contacto con las hembras,
mostraron un mayor numerc de inspecciones nasales, aproximaciones, intentos de montas y
montas que los machos Controles, al menos durante los primeros 5 dias de contacto.
Posteriormente, la presencia de hembras en estro pudo facilitar entonces algin reforzamiento
en la estimulacion entre los machos y las hembras (Walkden-Brown er al.,, 1993c), o una
estimulacion de hembra a hembra (Restall et al, 1995, Zarco et al, 1995). Asi, es muy
probable que la intensa actividad sexual mostrada por los machos DL+M fue, al menos en
parte, responsable de la elevada respuesta observada en las hembras, mientras que el
comportamiento sexual emitido por los machos Control no fue suficiente para inducir una
respuesta en las hembras que estuvieron en contacto con ellos. Esto es consistente con varios
estudios realizados en cabras y ovejas que indican que el comportamiento de los machos
puede ser suficiente para inducir actividad sexual en las hembras (Chemineau ef alf., 1986;
Perkins y Fitgerard, 1994; Signoret, 1988). Al respecto, Perkins y Fitzgerard (1994)
demostraron en un estudio realizado en ovinos que los machos que mostraban una intensa

libido eran mds efectivos para inducir actividad sexual en las hembras que los carneros con

libido baja.

En este estudio, es probable que otros factores como la emision de feromonas o
vocalizaciones por parte de los machos también pudo influir en la respuesta de las hembras.
Sin embargo, no fue posible distinguir entre el efecto del comportamiento sexual y el de la

emision de feromonas por parte de los machos. Esta bien demostrado que las sefiales olfatorias
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estimulan la actividad sexual en hembras anovulatorias (Shelton, 1980; Claus et af., 1990). Sin
embargo, son necesarios otros estudios para determinar la importancia de la actividad sexual,
emision de feromonas y vocalizaciones que causaron las diferencias en las respuestas entre las

hembras de los dos grupos.

Por otro lado, en este estudio, el 65 % de las hembras que estuvieron en contacto con
los machos DL+M mostraron un ciclo ovarico corto después de la primera ovulacion. Esto es
similar a estudios realizados anteriormente, en los cuales se observo una alta incidencia de
fases luteales cortas debido a una baja y transitoria secreciéon de progesterona por el cuerpo
lateo (Thimonier ef al., 1983). La presencia de estos ciclos ovulatorios cortos es comin en
cabras al inicio de la estacion reproductiva (Camp ef al., 1983; Claus ez al., 1985) y después
de la introduccién de un macho en un grupo de hembras anovulatorias (Chemineau, 1983;

Claus et al., 1990, Walkden-Brown ef al., 1993a).

En el grupo de hembras que respondieron a la presencia de los machos, mas hembras
acompafiaron con estro a la segunda que a la primera ovulacion. Esto es también consistente
con reportes previos que muestran que un mayor numero de hembras presentan
comportamiento de estro en la segunda ovulacion (Chemineau, 1987). En nuestro estudio, la
tasa de concepcidn en el primer estro inducido por los machos, fue mas baja que en el segundo
estro (10% vs 95 %, respectivamente). Esta tasa de concepcion baja es similar a lo reportado
por Thimonier ef al. (1983) en ovejas y probablemente es debido a un inapropiado balance
hormonal que usualmente sigue a la primera ovulacioén inducida. Esa formacion inadecuada

del cuerpo luteo probablemente no permita el establecimiento de la gestacién, mientras que el
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establecimiento de una funcion ovarica normal después de la segunda ovulacion permite una

tasa de concepcion equivalente a la obtenida durante la estacion natural de reproduccion.

En este estudio se demostrd que el efecto macho es un método efectivo para inducir
actividad sexual sincronizada durante la estacion de anestro, pero unicamente cuando se
utilizan para ello machos sexualmente activos. Ademas, el fracaso del efecto macho durante el
anestro en cabras, al menos en estas latiruces subtropicales, no es debido a la existencia de
completa insensibilidad de la hembra a la estimulacion del macho. Al parecer, la estimulacién
por parte del macho en esa época del afio se encuentra disminuida. Es probable que eso sea
aun mas marcado en latitudes mayores y con razas de cabras que exhiben una mayor
estacionalidad reproductiva y/o un potencial lechero mas alto, sin embrago es necesario hacer

estudios adicionales al respecto.

En la segunda fase experimental se demostro que la exposicion de los machos cabrios a
dias largos tnicamente permite inducir actividad sexual de los machos durante la primavera.
Ademas abre nuevas perspectivas para la preparacion de machos sin la utilizacion de

melatonina exogena.

En el grupo Control, los machos mostraron un incremento progresivo del peso
testicular para alcanzar sus niveles maximos a finales de mayo e inicio de junio, meses en los
cuales inicia de manera natural, la actividad sexual en esta raza (Delgadillo et al., 1999). Por
otro lado, las concentraciones plasmaticas de testosterona se mantuvieron sin cambio
significativo durante los primeros 4 meses del estudio. Sin embargo, a partir de la segunda

quincena de marzo las concentraciones de esta hormona se incrementaron significativamente
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manteniéndose elevadas por el resto del estudio. Ese incremento de las concentraciones de
testosterona difiere de lo reportado por Delgadillo er al. (1999) en machos de la misma raza,
pero en una latitud mayor (26°N). Estos autores encontraron que las concentraciones de
testosterona de esos machos se incrementaron a partir de mayo, es decir 2 meses después de
los encontrado en este estudio. Esa diferencia entre los dos estudios se debi, probablemente,
a que los machos de nuestro estudio percibieron menores variaciones del fotoperiodo al ser
mantenidos en una latitud menor que los machos del estudio antes mencionado, y por ello
iniciaron antes su actividad sexual. Al respecto, desde hace tiempo se demostré en ovejas
(Thwaites, 1965; Williams, 1974) y cabras (Gonzalez-Stagnaro, 1974; Sutherland, 1988;
Chemineau er al., 1992a), que los animales originarios de regiones templadas que son
sometidos a un fotoperiodo tropical, continlan mostrando variaciones estacionales de la
actividad sexual. Sin embargo, esas variactones son menos marcadas y los animales por lo
general inician su actividad sexual antes que los animales mantenidos en un fotoperiodo

templado, donde las variaciones del fotoperiodo son mayores.

Por el contrario, los machos tratados con dias largos y melatonina, iniciaron su
crecimiento testicular a partir de febrero hasta alcanzar sus niveles maximos el 15 de marzo.
Al igual que el peso testicular, las concentraciones plasmaticas de testosterona se
incrementaron a partir de la 4ltima semana de febrero para alcanzar sus niveles mas altos en
marzo. Sin embargo, el peso testicular, asi como las concentraciones de testosterona
diminuyeron rapidamente hasta llegar a sus niveles minimos en el mes de mayo. Lo anterior
confirma lo reportado por Carrillo ef al. (1996, 1997), en machos sometidos a un tratamiento
similar, en el cual se demostrd que los machos expuestos a 2.5 meses de dias largos seguidos

de la aplicacion de melatonina, manifiestan una activacidén de su fisiologia reproductiva. Sin
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embargo, este periodo actividad sexual se mantiene por aproximadamente 2 meses y después

de este tiempo los machos regresan a su estado de reposo sexual (Carrillo ef al., 1996; 1997).

En el grupo DL, el peso testicular se increment6 a partir de febrero y alcanzé sus
valores maximos, al igual que en grupo DL+M, el 15 de marzo. Sin embargo, esta variable se
mantuvo elevada hasta el final del estudio. De manera similar, las concentraciones de
testosterona se incrementaron a partir de marzo y se mantuvieron en niveles de entre 10y 15
ng/ml durante el resto del estudio. Es muy probable que en los machos del grupo DL después
de estar percibiendo durante aproximadamente 3-4 meses de dias largos, llegé un momento en
el cual se hicieron insensibles a ese fotoperiodo que normalmente era inhibitorio e iniciaron su
actividad sexual. Esa interpretacion es apoyada por los resuitados encontrados por Almeida y
Lincoln (1984) en carneros de la raza Soay. Estos autores encontraron que después de percibir
dias largos durante aproximadamente 4 meses, los machos se hicieron refractarios e iniciaron
un incremento en las concentraciones de testosterona, asi como un aumento en el volumen
testicular. Las concentraciones de testosterona y el peso testicular se mantuvieron elevados
durante aproximadamente 28 semanas, al final de las cuales la actividad sexual de los machos
termind. El desarrollo de esta refractariedad ha sido demostrada en ovinos y al parecer es la
expresion de un ritmo endoégeno de reproduccion, el cual es observado cuando los animales
son expuestos a dias largos o dias cortos constantes durante varios afio (Karsch et al., 1984;
Maplaux et al,, 1989). Los animales tratados de esta manera continlan mostrando periodos
alternos de reposo y de actividad sexual (Ducker ef al., 1973, Howles ef al., 1982; Karsck e?
al., 1989). Este fenémeno de refractariedad no es inducido unicamente por fotoperiodos
artificiales, sino que es de gran importancia fisiologica en condiciones naturales. Por ejemplo,

esta demostrado que el desarrollo de la refractariedad causa la transicion entre la época
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reproductiva y la del anestro estacional en ovejas, debido a una pérdida de respuesta a los
efectos inhibitorios de los dias largos de primavera y verano (Robinson y Karsch, 1984;

Malpaux et al., 1989).

Por otro lado, las concentraciones plasmaticas de testosterona en el grupo DL no se
incrementaron mucho, lo cual probablemente evitdé que la testosterona actuara por
retroalimentacién negativa sobre la LH y esto explicaria por qué la testosterona y del peso
testicular se mantuvieran elevados hasta el final del estudio. Resultados similares fueron
encontrados por Pelletier y Almeida, (1987), asi como por Delgadillo y Chemineau, (1992) en
machos ovinos y caprinos, respectivamente. En ambos estudios, se sometieron los machos a 1
mes de dias largos alternados con un mes de dias cortos. En los dos casos el cambio rapido de
dias largos a dias cortos no estimuld fuertemente las concentraciones de testosterona evitando
que esta actuara por retroalimentacion negativa sobre la LH, lo cual permitié que los machos
mantuvieran una actividad sexual durante 3 afios (Pelletier y Almeida, 1987; Delgadilio y

Chemineau, 1992).

El presente trabajo incluy6 un estudio de las concentraciones plasmaticas de prolactina
durante la exposicién de los machos a los diferentes tratamientos. A pesar de que esta
hormona que no esta directamente relacionada con la reproduccion, si es un buen indicador de
como los animales perciben la duracion del ma (Malpaux et al., 1993). En los tres grupos y de
manera general, las concentraciones plasmaticas de prolactina reflejaron el fotoperiodo natural
o artificial que prevalecia en ese momento. Asi, en el grupo Control las concentraciones de
prolactina disminuyeron durante los meses de diciembre y enero, lo cual coincidié con los dias

mas cortos del afio. Posteriormente, a partir del mes de febrero, las concentraciones de
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prolactina en este grupo se incrementaron paulatinamente hasta alcanzar sus niveles mas altos
en el mes de mayo, coincidiendo en esta ocasion con los dias mas largos del afio. Lo anterior
es congruente con numerosos estudios realizados tanto en ovinos como en caprinos, en los
cuales se demostrd que las concentraciones mas altas de prolactina son registradas durante los
dias largos de verano, mientras que los niveles mas bajos son registrados durante los dias
cortos de invierno (Pelletier, 1973; Buttle et al., 1974; Muduuli ef al., 1979; Jackson y Jansen,
1991; Curlewis, 1992). De igual manera, se registran cambios en la secrecion de prolactina
cuando los animales son sometidos a fotoperiodos artificiales que simulan dias cortos o largos
(Forbes ef al, 1975; Lincoln y Short, 1980) o bien a un tratamiento con melatonina

(Chemineau ef al., 1992b).

En el grupo DL+M, la prolactina se mantuvo en concentraciones elevadas durante los
primeros 2.5 meses del estudio, tiempo en el cual los machos de este grupo estuvieron
expuestos a dias largos artificiales. A partir del 15 de enero, fecha en la cual los machos
fueron tratados con melatonina, la concentracion de prolactina disminuyo drasticamente. Lo
anterior es congruente con algunos estudios en los cuales se ha demostrado que durante los
dias cortos naturales o bien durante un tratamiento con melatonina, las concentraciones
plasmaticas de esta hormona son bajas (Forbes e ai., 1975, Lincoln et al., 1978; Delgadilio y
Chemineau, 1992). Posteriormente, a partir de la Gltima semana de marzo, las concentraciones
de prolactina en este grupo se incrementaron nuevamente, debido a que la melatonina
secretada por los implantes fue insuficiente para seguir simulando dias cortos. Existen reportes
que indican que la duracién en la secrecion del implante de melatonina es de 10 semanas
(Staples er al, 1991). En cuanto al grupo tratado Unicamente con dias largos, las

concentraciones de prolactina se mantuvieron casi sin cambio durante todo ¢l estudio, lo cual
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podria esperarse debido a que los machos de este grupo estuvieron expuestos a dias largos

durante todo el estudio.

En cuanto al compartimento sexual de los machos cuando estos fueron expuestos a
hembras no receptivas, los machos de los grupos DL+M y DL mostraron un mayor nimero de
inspecciones nasales y aproximaciones que los machos Control. Sin embargo, no se
registraron diferencias significativas entre los grupos en las demas conductas como son las
montas con penetracion y eyaculacion. Lo anterior se debid a que las hembras utilizadas en

esta prueba no estaban receptivas y por lo tanto no permitieron ser montadas por los machos.

En cambio, cuando las pruebas se realizaron con hembras inducidas artificialmente al
estro, en los tres grupos se incrementd significativamente el nimero de conductas realizadas
con respecto a la prueba anterior. En esta ocasion, los machos de los grupos DL+M y DL
realizaron ademas de las conductas de inspecciones nasales y aproximaciones, un mayor
nimero de montas con eyaculacion que los machos del grupo Control. Lo anterior demuestra
que los machos DL+M y DL estaban sexualmente mas motivados y tenian ademas una mayor
capacidad consumatoria que los machos Control. Sin embargo, en las dos pruebas el grupo DL
fue claramente superior al grupo DL+M. Esa diferencia entre los dos grupos se debid,
probablemente, a que en la fecha cuando se realizaron las pruebas, la actividad sexual de los
machos DL+M ya estaba disminuyendo, mientras que en los machos DL la actividad sexual se
mantuvo hasta el final del estudio. Lo anterior es confirmado también por las concentraciones

de testosterona y el peso testicular de los machos de ese grupo, los cuales disminuyeron en

esas fechas.
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Los resultados anteriores demuestran que los machos de estos dos grupos estaban
sexualmente activos al momento de realizar las pruebas debido a que independientemente que
dichas hembras no estuvieran receptivas en la primer prueba, los machos de los grupos DL+M
y DL mostraron una mayor motivacién sexual y realizaron un mayor nimero de inspecciones
nasales y aproximaciones que los machos del grupo Control. Estas dos conductas de busqueda
de la pareja (inspecciones nasales) y de cortejo (aproximaciones) son de gran importancia para

la estimulacion de las hembras cuando se realiza un efecto macho.

La obtencion de machos sexualmente activos durante la primavera tiene excelentes
ventajas para la produccion animal. En primer lugar, los machos sexualmente activos pueden
ser utilizados para inducir el efecto macho en cabras anovulatorias, ya que como se demostrd
en la fase experimental I, el factor limitante para realizar exitosamente el efecto macho durante
el anestro, es la disminuida capacidad inductora del macho para estimular a las hembras.
Ademas, los resultados anteriores demuestran que sometiendo los machos a dias largos a partir
de noviembre, resulta muy efectivo e incluso superior al tratamiento de dias largos y
melatonina para inducir actividad sexual en los machos cabrios durante el periodo de
inactividad sexual Este tratamiento tiene la ventaja adicional de que el periodo de actividad
sexual de los machos se mantiene por mas tiempo, lo cual le confiere una mayor flexibilidad
para ser utilizado en el efecto macho. Por otro lado, este método puede ser facilmente utilizado
en zonas o paises donde la asistencia técnica es limitada, ademas de la dificuitad para adquirir

la melatonina.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1). En la primer fase experimental se demostro que la ausencia de respuesta al efecto
macho durante el anestro no es causada por una completa incapacidad de las hembras para
responder al estimulo del macho. Al parecer, la capacidad de estimulacion por parte del macho

a esa estacion del afio se encuentra disminuida.

2). Ademas, se demostrd que el efecto macho es un método efectivo para inducir una
actividad sexual sincronizada durante la estacidn de anestro, pero unicamente cuando se
utilizan para ello machos sexualmente activos, lo cual se puede lograr mediante un tratamiento

con dias largos y melatonina.

3). No podemos descartar la participacion de factores como la emision de feromonas o
vocalizaciones por parte de los machos en la induccién de la respuesta de las hembras, que
pudiesen participar junto con el comportamiento sexual por parte de los machos. Para ello, son
necesarios otros estudios para determinar la importancia relativa de la actividad sexual, la
emision de feromonas y de las vocalizaciones que en este estudio causaron las diferencias de

respuesta entre las hembras de los dos grupos.

4). La tasa de concepcidn observada mediante la induccion de las hembras con machos
tratados con luz y melatonina fue similar a la obtenida durante el periodo natural de
reproduccidn, con la ventaja adicional de que mediante el efecto macho las hembras estan

reproductivamente sincronizadas.
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5). En la segunda fase experimental se demostré que el tratamiento con dias largos
Unicamente, es un método tan efectivo como el tratamiento en el cual se utilizan dias largos y
melatonina, para inducir actividad sexual en los machos cabrios Criollos durante el periodo de

inactividad sexual.

6). Ademas, con este ultimo método se cuenta con la ventaja de que el periodo de
actividad sexual se prolonga por més tiempo que en los machos tratados con luz y melatonina.
Asimismo, los machos tratados con dias largos Ginicamente manifiestan una intensa actividad

sexual, similar a la observada en los machos tratados con luz y melatonina.

7). Finalmente, desde el punto de vista pecuario, la obtencién de machos sexualmente
activos durante el periodo normal de reposo sexual presenta como via interesante para inducir
actividad sexual en hembras anovulatorias, que como se demostro en el primer estudio,
Gnicamente responden en esa época del afio cuando los machos introducidos estan

sexualmente activos.
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ABSTRACT

Two experiments were conducted to determine whether the
failure of males to induce sexual activity in goats during sea-
sonal anestrus is due to unresponsiveness of females to male
stimulus or insufficient stimulation from males. In the first study,
one group of males (sexually inactive, SI; n = 4) was kept under
natural photoperiod while the other (sexually active, $A; n = 4)
was subjected to 2.5 mo of long days (16L:8D) and received 2
s.c. implants of melatonin. Two mo later, 2 different flocks of
anovulatory goats previously separated from bucks were ex-
posed to either S1 (n = 34) or SA (n = 40) bucks. Progesterone
assays and estrous behavior were used to determine ovarian and
behavioral responses of the females to teasing. Of the goats ex-
posed to S| males, only 2 ovulated, and none showed estrous
behavior during the 35 days of the study. In contrast, all females
(40 of 40) in contact with SA males ovufated and showed at
least one estrous behavior during the first 11 days following
male introduction (P < 0.001). Overall, 38 of 40 females stim-
ulated with SA bucks were diagnosed pregnant at Day 35, ac-
cording to progesterone assay (versus 0 in Sl-treated group: P <
0.001). To contro! for a passible difference of responsiveness
between flocks, the experiment was repeated 1 yr later using a
single flock of goats divided into 2 groups. Again, over the first
14 days, 1 of 33 goats showed estrous behavior in the Si-treated
group versus 27 of 33 in the SA-treated group (P < 0.001).
Therefore, treating bucks with long days and melatonin in-
creased their teasing capacity to induce sexual activity in fe-
males during anestrus. These results indicate that the absence of
response Lo teasing at this time of the year is not due to female
unresponsiveness, but to insufficient stimulation from the male.

INTRODUCTION

In seasonal ruminants, such as sheep and goats, the in-
troduction of a male to anovulatory females previously sep-
arated from any males may induce sexual activity within a
few days. This phenomenon, known as the male effect or
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teasing, has been extensively studied in ewes [1-4] and
goats [5-8]. Male contact with fernales induces a rapid in-
crease in the frequency of plasma LH pulses, culminating
in a preovulatory LH surge and ovulation [4,9, 10]. In
goats, this induced ovulation is associated with estrus in
about 60% of does, and is followed in 75% of cases by a
short ovarian cycle of 5-7 days of duration on average. This
short cycle is always followed by a second ovulation, which
is assoctated with estrus and a normal luteal phase in 90%
of females [10].

A major limitation of the male effect to induce repro-
ductive activity in the female is that this effect is weak
when teasing is performed during seasonal anestrus, espe-
cially in breeds of sheep or goats that are strongly seasonal.
Thus, in breeds exhibiting only a moderate seasonality such
as the Merino sheep or Creole goats of Guadeloupe Island,
male introduction induces an ovulatory response through-
out the year [7, 11]. However, in more seasonal breeds, the
male effect is limited to the onset of the normal breeding
season [10, 12]. The failure of teasing outside this limited
period may be due to the inability of the female to respond
during anestrus, resulting from refractoriness of the female
to the male stimulus. Alternatively, it may be due to inad-
equate stimulation from the male. Indeed, male behavioral
and physiological activity tends to decrease during the pe-
riod of female anestrus in both sheep [13, 14] and goats
[15-17]. It is well established in these species that physical
contact andfor high sexual activity in males enhances the
female response to teasing [8, 18-22). Also, the emission
of olfactory cues from the male may be reduced during
sexual rest. The present study was performed to test the
hypothesis that the inefficiency of the male effect during
seasonal anestrus in goats is due to poor stimulating ability
of the male. We studied whether sexual activity can be in-
duced in seasonally breeding Mexican Creole goats [23]
during seasonal anestrus by exposing them to bucks pre-
viously brought into reproductive activity by a treatment
with long days and melatonin implants.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Treatments

Two experiments were carried out in 2 consecutive
years. In the first year, the experiment was on two farms 4
km apart to avoid any risk of interaction between the ex-.
perimental and control groups. In the second year, the ex-
periment was repeated using a single flock divided into two
groups to verify that the difference of response between the
control and the experimental group observed during the
first year was not due to some unknown difference in the
responsiveness of the two flocks. The males used in this
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study were part of a homogeneous group of Creole adult
males of the Laguna region in the State of Coahuila, Mex-
ico (26°N) [17). They were kept outdoors, and fed alfalfa
ad libitum and 300 g of commercial concentrate food with
14% protein (Generaleche; Ralston-Purina, St. Louis, MO),
with free access to minera! blocks and water. The females
were maintained under an extensive management system
before the beginning of the study. All females had given
birth in December 1997 and December 1998, and were
milked manually once daily during the study. One month
before the introduction of males, the females were kept in
7 X 10-m shaded pens with 8—10 females in each, and fed
alfalfa ad libitum and 200 g of concentrate food with 14%
protein {Generaleche, Purina). They had free access to min-
eral blocks and water.

Experiment 1

Males, Four males (sexually inactive-SI; n = 4) were
exposed to natural photoperiodic variations (13 h 41 min
of light at the summer solstice and 10 h 19 min of light at
the winter solstice) throughout the study. The other group
of males (sexually active-SA; n = 4) was subjected to a
treatment of long days (16L:8D) from 1 November 1997 to
15 January 1998. On 16 January 1998, each male received
2 s.c. implants containing 18 mg of melatonin each (Re-
gulin-Mé&lovine, Sanofi SNA, Libourne, France). At this
time, the light treatment was stopped, and the males were
exposed to the natural day length until the end of the study.
This treatment has been shown previously to induce sexual
activity in males during the period of sexual rest [24].

Fernales. Multiparous Mexican Creole goats (n = 88)
belonging to 2 different flocks (flock 1 and 2) located 4 km
apart and with similar characteristics of husbandry were
involved in the experiment. On 25 February 1998 and 5
March 1998, plasma progesterone concentrations in biood
samples were measured by RIA, a procedure that allows
cyclic females to be distinguished from anovulatory ones
[25}. Eleven does in flock 1 and 3 does in flock 2 showed
ovarian activity, and therefore were removed from the ex-
periment. As a consequence, 34 and 40 females were ex-
posed to males in flocks 1 and 2, respectively. On the day
of teasing (Day 1), another blood sample was collected
from each doe to check that no other females had initiated
ovarian activity.

Male effect. Before teasing, females were not allowed
contact with males for 45 days, and bucks were kept on
another experimental farm 15 km from both flocks. Males
were exposed to females on 15 March 1998 at 0800 h. In
flock 1, females were allocated to 1 of 4 pens (8 or 9/pen),
and 4 SI males were introduced (1 in each pen); this con-
stituted the Sl-treated group. In flock 2, females were al-
located to 1 of 4 pens (10/pen), and 4 SA males were in-
troduced; this constituted the SA-treated group. In both
groups, the males remained with the females until the end
of the study (20 April 1998). The SA males were intro-
duced into flock 2, which had shown the lower spontaneous
ovulatory activity (percentage of cyclic females on 25 Feb-
ruary 1998 and 5 March 1998), i.e., where the response
potential of the females was lower.

Experiment 2

The difference between groups observed in the first ex-
periment could have been caused by a difference of re-
sponsiveness between flocks. Therefore, the following year,
the study was performed at the same time of year with only
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the females of flock 1. As in experiment 1, cyclic females
{n = 12), as determined by plasma progesterone concen-
trations, were eliminated before the introduction of males.
For this study, 66 anovular multiparous Creole goats were
divided in 2 groups of 33 females each. The animals of |
both groups were penned in small yards with 1 male per
11 does in each yard (in total, 3 males for 33 females in
each group). In this second experiment, only estrous be-
havior was recorded during 35 days to assess the response
to teasing. Otherwise, photoperiodic and melatonin treat-
ment of the males, recording of behavior, and other pro-
cedures were identical to those of experiment 1.

Measurements

Males. In both experiments, during the first 5 days fol-
lowing the introduction of the males, sexual behavior of the
bucks was observed for 2 h, from 0800 to 10600 h. The
same person observed each buck and recorded the follow-
ing characteristics; ano-genital sniffing, nudging, mount in-
tention movements, and mounts (with and without ejacu-
lation). .
Females. Blood samples were obtained daily from Day
2 to Day 10 and every 2 days from Day 11 to Day 35 after
introduction of the males to assess ovarian activity by mea-
suring the plasma concentrations of progesterone. Concen-
trations of progesterone were measured by a quantitative
assay slightly modified from that described by Saumande
et al, [26]. Sensitivity of the assay was 0.1 ng/ml of plasma,
and intra- and interassay coefficients of variation were 9.5%
and 14.8%, respectively. This assay allowed the assessment
of the quality of luteal phases induced by the male intro-
duction (i.e., short cycles). All blood samples were col-
lected by jugular venipuncture in tubes containing EDTA,
and centrifuged immediately at 2500 X g for 20 min; plas-
ma was stored at —15°C, Females with progesterone levels
above 0.5 ng/ml were considered to have ovulated [27].
Goats were considered pregnant when they displayed a con-
tinuous elevation of progesterone levels in blood samples
obtained between Days 11 and 35. Fertility was measured
as the percentage of pregnant females.

In both experiments, estrous behavior was monitored us-
ing bucks painted on the chest with colored grease that was
replaced twice daily (0800 and 1800 h) from 15 March to
20 April of 1998 and 1999.

Statistical Analyses

Between-group differences in male sexual behavior were
analyzed by comparing the frequencies of the behaviors
observed in each group with a random repartition, using
Fisher's exact probability tests. In the females, the propor-
tions showing estrous and ovarian activity were compared
by Fisher's exact probability test.

RESULTS
Experiment 1

Sexual behavior of bucks. The sexual behavior observed
during the first 5 days after the males were introduced dif-
fered significantly between the 2 groups of 4 males joined
with females (Fig. 1). The males treated with long days and
melatonin were more active. Of 272 instances of ano-gen-
ital sniffing observed in the males of both groups, 215 were
performed by SA males (versus 136, in the case of a ran-
dom repartition; P < 0.001). Of 492 instances of nudging
observed, 485 were observed in the SA group (P < 0.001).
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FIG. 1. Distribution of each observed type of behavior between the 2
groups of males, expressed as a percentage of the total number of ob-
served behavior characteristics. Sexual behavior was observed for 2 h
daily for the first 5 days of teasing in S| males exposed to the natural
variations of photoperiod (open bars; n = 4) and in SA males treated with
2.5 mo of long days and 2 implants of melatonin (solid bars; n = 4).
*++*Differences between 2 groups (P < 0.001).

Of 27 mount intention movements, 26 were performed by
SA bucks (P < 0.001). Finally, all observed mounts (26)
were performed by SA males (P < 0.001).

Response of females to male effect: ovarian and estrous
activity. During the study, only 2 does in contact with SI
males showed an ovulation, without associated estrous be-
havior, between Days 5 and 7 after male introduction, as
detected by progesterone assay. No further ovarian or be-
havioral activity was observed during the remainder of the
study. In contrast, all females (40 of 40) exposed to SA
males ovulated and showed at least one estrous behavior
during the first 11 days following male introduction (P <
0.001 versus Sl-treated). Between Days 1 and 6, 26 SA-
exposed goats ovulated and displayed estrus, and 6 other
goats ovulated without estrus, Among these 32 females, 4
did not show any other ovulation or estrus and became
pregnant; the first cycle of the 28 others was of short du-
ration, and therefore they showed another ovulation accom-
panied with estrus between Days 7 and 11. The 8 goats that
had not ovulated between Days 1 and 6 did so between
Days 7 and 11, and these ovulations were associated with
estrous behavior. After Day 12, no ovulation or estrous be-
havior was recorded (Fig. 2). In does that showed an early
response (Days 1-6), the interval between introduction of
the males and onset of estrous behavior was 3.5 * (.2 days.
In does that responded later (Days 7-11), this interval was
9.1 + 0.4 days. Overall, 38 of 40 females stimulated with
treated bucks were diagnosed as pregnant at 35 days, ac-
cording to progesterone assay (versus O in the Sl-treated
group: P < (.001).

Experiment 2

Sexual behavior of bucks. When the study was per-
formed with females of a single flock, the sexual behavior
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FIG. 2, Proportion of females in a group of seasonally anovular females
displaying estrous activity after introduction of SA bucks wreated with 2.5
mo of long days followed by melatonin implants (solid circles; n = 40).
Overall, no estrus was observed in a group of females teased with S|
bucks during the same period {open circles; n = 34: P < 0.0001). Day -
1 is day of teasing.

displayed by the males was similar to that observed in ex-
periment 1. The sexual behavior of SA males was higher
that of SI males (Fig. 3). Of 489 instances of ano-genital
sniffing observed, 404 were performed by SA bucks (P <
0.001). Of 993 cases of nudging recorded for males of both
groups, 970 were observed in the SA group (P < 0.0001).
All mount intention movements and mounts were per-
formed by SA males (65 and 58, respectively; P < 0.001).

Response of females to male effect. One doe in contact
with SI males showed estrous behavior on Day 10 after the
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FIG. 3. Distribution of each observed type of behavior between the 2

groups of males, expressed as a percentage of the total number of ob-
served behavior characteristics. Sexual behavior was observed for 2 h
daily for the first 5 days of teasing with does of experiment 2. The 5l
bucks were exposed to the natural variation of photoperiod (open bars;
n = 4}, while SA bucks had been veated previously with 2.5 mo of long
days and implants of mefatonin (solid bars; n = 4) ***Differences between
Si and SA groups (P < 0.001),
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FIG. 4. Proportion of fernales in a group of seasonally anovular females
displaying estrous activity after introduction of SA bucks treated with 2.5
mo of long days followed by melatonin implants (solid circles; n = 40).
Estrus was observed in only 1 goat from a group of females from the same
flack teased with SA bucks during the same period (open circles; n = 34
P < 0.0001). Day 1 is day of teasing.

males were introduced. In contrast, 81.8% (27 of 33) of the
does in contact with SA males showed estrous behavior
between Day 3 and Day 14 after the beginning of teasing
(Fig. 4). Twenty-one of 33 females (63.6%) showed estrous
behavior between Days 2 and 6. Nineteen of these 21 does
showed a short estrous cycle and displayed estrus a second
time between Day 7 and Day 14. The other 2 does showed
a normal cycle. Twenty-six of 33 females showed estrous
behavior between Days 7 and 14. After Day 14, no estrous
behavior was recorded. The interval between the introduc-
tion of the males and the onset of estrus was 3.7 = 0.2
days for the does that showed an early response (< 6 days)
and 8.7 % 0.3 days for the others.

DISCUSSION

This is the first study to show that the absence of in-
duction of reproductive activity by the male effect in goats
is not caused by an inability of the female to respond to
the stimulus. Indeed, induction of sexual activity was in-
efficient when SI males kept under natural photoperiod
were used. In contrast, sexual activity was induced in all
females when they were exposed to males presenting sexual
behavior characteristic of the breeding season induced by
treatment with long days and melatonin. These data, there-
fore, suggest strongly that the failure of the male effect
during the anestrous season is the consequence of a reduced
male stimulus, rather than unresponsiveness of the females.

Of the females in contact with SI males, only 2 does
ovulated, and none showed estrous behavior during the
whole study in experiment 1; only one doe displayed es-
trous behavior in experiment 2. This absence of response
of the females to teasing could appear different from results
previously reported in ewes (4] and goats [10]. According
to these reports, the introduction of males without previous
treatment into a group of anovulatory females after at least
3 wk of complete separation induced sexual activity in an-
ovulatory females. However, these results were obtained
just before the spontanecus onset of the sexual season,
when the females are about to initiate breeding activity. In
our case, the study was performed during the period of
seasonal anestrus, which could explain why teasing with
control males was not effective. Indeed, previous reports
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indicate that the response of does to male introduction de-
pends on the depth of anestrus, as assessed by the number
of females that ovulate spontaneously before male intro-
duction [10]. In experiment 1, 14 of the 88 does sampled
showed ovarian activity and were eliminated from the study
before male introduction. In experiment 2, 15 of 78 were
cyclic, which indicates that in both experiments, the ma-
jority of the females were anovulatory.

One could speculate that the ability to respond to males
in experiment 1 mayv have been lower in the Sl-treated
group because of some uncontrolled variation in that flock,
such as health condition, or differences in genetic back-
ground between flocks. However, this seems unlikely for at
least three reasons. First, animals were on the same feeding
plan for 1 mo before teasing, and there was no apparent
difference between these groups. Second, the SI males were
introduced to the flock with the larger proportion of cycling
goats before male introduction, suggesting that, if anything,
the response potential of this flock may have been higher
than in the goats exposed to SA males. Third, and most
importantly, the results obtained in two different flocks in.
the first study were confirmed in the second study, in which
both Sl-treated and SA-treated groups came from the same
flock and were maintained under the same conditions. In
this latter case, fernales of the same flock that had not re-
sponded the previous year showed a full response with SA
bucks, and again no response with control bucks.

Qur results are consistent with other reports of studies
conducted at the same latitude as northern Mexico, that the
introduction of males. either intact or castrated and treated
with testosterone during anestrus, was not effective in in-
ducing sexual activitv in anovulatory goats [28)]. In our
study, in experiment 1, the females in contact with SA
males showed sexual activity within 11 days after teasing.
After a few days in contact with males, all does showed
ovarian.activity and estrous behavior. The ovarian and es-
trous activities were divided in two periods, with a high
percentage of does showing two ovulatory and estrous cy-
cles. In the second swudy, in which only estrous behavior
was recorded, 81.8% (27 of 33) of does showed such be-
havior between Day 2 and Day 14. The physiological re-
sponse of the females teased with SA males was similar to
that reported in anovulatory females goats after male intro-
duction without previous treatment, but at times when the
maximum response to teasing can be expected [8, 10, 29].

The ineffectiveness of SI males in inducing sexual ac-
tivity during anestrus suggests that females respond to teas-
ing during anestrus only when sexually active males are
introduced. In the two experiments, the males treated with
2.5 mo of long days and melatonin showed an intense be-
havicral activity. Moreover, when put in contact with fe-
males, these males showed a dramatically greater number
of instances of ano-genital sniffing and nudging, mount in-
tention movements, and mounting than the control bucks,
at [east during the first 5 days of teasing. The presence of
estrous femnales may then have elicited some self-reinforc-
ing of stimulation between males and does [30] and/or fe-
male-to-female stimulation [31]. On the other hand, it must
be .noted that in the Sl-treated group of experiment 2, no
significant response 1o teasing was observed, despite the
fact that 1 goat displayed estrous behavior. This suggests
that the social reinforcement of the response due to the
presence of 1 estrous female or to a female effect can hard-
ly account for the major effects observed in the SA-treated
group. Therefore, the high level of sexual behavior of SA
males was probably at least partly responsible in itself for
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the high response of the females to teasing, whereas the
low level of sexual behavior of the SI bucks was not suf-
ficient to induce a response in the females. This is consis-
tent with the various studies in goats and in sheep indicat-
ing that behavioral activity can be sufficient to elicit some
response 1o teasing [21-32). On the other hand, it is clear
that cues not assessed in our study, such as the emission of
pheromones or vocalizations of the bucks, were also likely
to be stronger in the SA males than in the controls. It is
well established that olfactory cues also stimulate ovulation
in anovular goats [18, 20, 33], and it cannot be ruled out at
this stage that a more intense production of pheromones in
response 1o the photoperiodic and melatonin treatment was
partly responsible for the good response to teasing in the
SA group. Further studies, for instance with anosmic fe-
males, will be necessary to determine the relative impor-
tance of sexual activity, emission of pheromones, and vo-
calizations in causing the different responses to SA and SI
males.

In the first experiment, 65% of the females in contact
with SA males showed a short ovarian cycle after the first
induced ovulation. This is similar to the case in previous
studies [7, 8], in which a high incidence of short luteal
phases due to low and transient progesterone plasma secre-
tion by the corpus luteum was reported [10). The presence
of short ovulatory cycles in goats at the beginning of the
breeding season [34, 35], or after the introduction of a buck
into a group of anestrous does is well known [7, 20}. In
females that responded to the presence of males, more does
exhibited estrus at the second ovulation. This is consistent
with a previous report showing that a large number of fe-
males show estrous behavior at the second ovulation [10].
In our study, the conception rate at the first buck-induced
estrus was lower than at the second induced estrus (10%
versus 95%, respectively). This very low conception rate is
similar to that reported by Thimonier et al. [36], and prob-
ably was due to the altered hormonal balance that usually
follows the first buck-induced ovulation. The luteal failure
probably did not allow the establishment of pregnancy,
whereas the establishment of normal ovarian function at the
second ovulation supported a conception rate equivalent to
that obtained during the natural breeding season.

Our study provides unequivocal evidence that the male
effect is an effective method for inducing synchronous cy-
clic reproductive activity during seasonal anestrus, but only
if fully sexually active bucks are used. The failure of the
male effect during anestrus in goats, at least under subtrop-
ical latitudes, is not due to the existence of some total phys-
iological or sensory refractoriness by the female to the
stimulation of the male. Rather, it appears that the stimulus
provided by the male at this time of year is insufficient.
Whether this is also true under higher latitudes with more
seasonal breeds of sheep and goats remains to be investi-
gated. Taken together with the fact that in other situations
the response also depends on the depth of anestrus in the
female, our results indicate that the efficiency of teasing
depends on an interaction between the response threshold
of the female at a given time and the stimulating capacity
of the male. While our results point to a likely role of male
sexual behavior as the triggering cue of female response,
more studies are needed to investigate the possible role of
other semsory cues, especially pheromone synthesis and
emission, given the multisensory nature of the male effect.
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