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1. RESUMEN

Se ha estudiado el efecto los factores sociales y luminicos que afectan al desencadenamiento
de la pubertad en cuarenta corderos nacidos en otofio, asi como en su actividad sexual y en su
fertilidad cuando alcanzan los 8 meses de edad. Los animales fueron asignados a cuatro grupos (n=10):
FA, expuestos a 2 meses de dias largos (15 de enero a 15 de marzo); SAR, alojados con tres machos
adultos sexualmente activados desde el 15 de marzo al 20 de junio; NAR, alojados con tres machos
adultos no activados; y Control (C), aislados de los de los moruecos adultos durante todo el
experimento. A mediado de junio se realizan pruebas de comportamiento sexual tanto individuales
como grupales. Los niveles medios de testosterona plasmatica (ng/ml) a lo largo del experimento
fueron mayores (P <0,001) en los grupos C (4,410,2) y SAR (4,310,2) que en los grupos FA (3,410,2) y
NAR (3,4+0,2). En los test comportamentales, los corderos del grupo C mostraron un mayor nimero
de manifestaciones sexuales (P <0,05). Las tasas de fertilidad de las ovejas cubiertas con corderos de
los grupos SAR (90%) o C (100%) son mas altas (P <0,01) que las de las ovejas cubiertas con FA (50%)
y NAR (40%). En conclusidn, los corderos nacidos en otofio y criados en aislamiento de sus congéneres
adultos tuvieron una mayor actividad sexual y fertilidad a los 8 meses de edad, lo que sugiere que no

es necesaria una estrategia de cria especial para inducir la pubertad en estos corderos.

SUMMARY

Study of the social and light factors that affect the ram puberty outbreak in forty autumn-born
ram-lambs, as well as in their sexual activity and in their fertility when they reach 8 months of age.
The animals were assigned to one of the following four groups (n=10): FA, which were exposed to 2
months of long days (15 January-15 March); SAR, which were housed with three Sexually Activated
adult Rams from 15 March to 20 June; NAR, housed with three Non-activated adult Rams; and Control
(C), kept isolated from adult rams throughout the experiment. In mid-June, individual and group ram
serving-capacity tests were performed. Mean plasma testosterone levels (ng/ml) throughout the
experiment were higher (P <0.001) in the C (4.4 £ 0.2) and SAR (4.3 £ 0.2) groups than inthe FA (3.4 £
0.2) and NAR (3.4 £ 0.2) groups. In the serving tests, control ram-lambs executed a higher total mean
number of sexual events than the other groups (P <0.05). Fertility rates of SAR (90%) or C-mated ewes
(100%) were higher (P <0.01) than ewes mated by the FA (50%) and NAR (40%) ram-lambs. In
conclusion, autumn-born lambs reared in isolation from adult congeners had the highest sexual
activity and fertility at 8 months of age, which suggests that no special strategy is necessary to induce

puberty in these rams.



2. INTRODUCCION

Este experimento se centra en el estudio de los factores sociales y luminicos que afectan al

desencadenamiento de la pubertad del morueco.

La pubertad se define como el momento en el que los animales liberan por primera vez células
germinales maduras. Un requisito esencial para que se inicie es que el cordero alcance un determinado
peso: en la especie ovina (Ovis aries) este se sitla en torno a los 40 kg, que corresponde a una edad
de 7-8 meses (Foster et al.,1986). El morueco de Rasa Aragonesa produce espermatozoides desde los
5 meses de edad, pero éstos todavia son infértiles. A medida que crece aumenta la produccion
cuantitativa y cualitativa de semen. A los 9 meses produce ya el 50% de espermatozoides de un adulto,
pero hasta los 2 afios no puede considerarse que el macho sea maduro sexualmente. Por lo tanto,
aunque el morueco joven estd capacitado para la cubricion, a efectos practicos, su capacidad

reproductiva debe ser considerada como la mitad de la de un adulto (Folch et al., 2007).

Uno de los acontecimientos fundamentales para el inicio de la pubertad implica un
incremento de la sintesis y liberaciéon de la GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) desde el
hipotdlamo, con un ritmo pulsatil. Antes de la pubertad, la secrecién de GnRH y de gonadotropinas es
menor porque el hipotdlamo es muy sensible a la inhibicidn por los esteroides gonadales. La pérdida
de sensibilidad a dicha inhibicidn por los estrégenos se produce hacia las 15 semanas de edad en los
corderos machos. Para muchos de ellos, esto ocurre durante el fotoperiodo largo (primavera-verano).
La espermatogénesis suele desencadenarse en esta época, sin embargo, debido a la duraciéon de este
proceso, generalmente los corderos no son capaces de aparearse antes de las 30 semanas de edad o
mas, coincidiendo con la pubertad de las hembras. Los principales factores que afectan a la edad de
la pubertad en los animales domésticos son la raza, el aporte de energia y la época de nacimiento

(Klein, 2013).

En los rumiantes, el tamafio testicular también es un indicador fiable de la edad de inicio de
la pubertad y del porcentaje de tubulos seminiferos donde se producen las células sexuales maduras
(Yarney et al., 1990). Dentro de la misma especie, tanto la raza como el individuo determinan el
tamafio de los testiculos, pudiendo también influir sobre la produccién espermatica diaria. Este
tamafio no se puede medir directamente, por lo que a los rumiantes se les aplica una medicion
especial que es la circunferencia escrotal. Asi pues, el tamafio escrotal tiene que ver con la especie, la
raza, la edad y el indice del estado corporal. Cada gramo de parénquima testicular normal produce la
misma cantidad de espermatozoides de acuerdo con la especie, con lo cual los machos con los
testiculos mas grandes producirdan mas espermatozoides que los de la misma especie y edad que los

tienen mas pequefios (Klein, 2013).



Uno de los factores ambientales mds importantes que regula la estacionalidad sexual en la
especie ovina es el fotoperiodo. El resultado de este efecto del fotoperiodo es que podemos
diferenciar periodos de actividad sexual continua (época de actividad sexual) y periodos de inactividad
sexual (anestro estacional). En ovino, el fotoperiodo decreciente actia de forma positiva,
desencadenando el inicio de la temporada reproductiva. La respuesta positiva al cambio del
fotoperiodo suele producirse relativamente rapido después del solsticio de verano (1-2 meses)
mientras que una respuesta negativa requiere mayor tiempo antes de que se observen los cambios
(2-4 meses después del solsticio de invierno). En funcidn de la raza, la temporada reproductiva puede
alargarse en mayor o menor medida, pero suele expandirse desde finales de julio hasta febrero o

marzo (Klein, 2013).

Las razas mediterrdneas, como la Rasa Aragonesa, tienen un periodo de anestro mas corto
que las razas del norte de Europa. Por ejemplo, el morueco de la raza Rasa Aragonesa es capaz de
realizar un 40% mas de cubriciones en primavera que el lle de France o el Fleischschaf (Folch et al.,

2007) (Figura 1).
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Figura 1. N° de cubriciones/10 minutos del morueco Raso Aragonés, Fleischschaf e lle de
France. El Raso Aragonés mantiene una actividad sexual mds alta y menos estacional que las otras dos

razas (Folch et al., 2007).

De esta manera, los dias cortos (otofio-invierno) estimulan su actividad reproductiva mientras
gue los dias largos (primavera-verano) la inhiben (Karsch et al., 1984; Lincoln y Short, 1980). Asi pues,

la especie ovina se ha adaptado para tener el periodo de reproduccidn en otoio, con el fin de que los



partos coincidan con la primavera, que es la época mds adecuada para la supervivencia de las crias

(Folch et al., 2007).

El principal intérprete del fotoperiodo es la glandula pineal (epifisis), que produce melatonina
en respuesta a la oscuridad. La melatonina actua en diferentes lugares hipotalamicos donde existen
receptores a la misma, de manera que hay redes neuronales que conectan dichos lugares con las
células neurosecretoras de GnRH. Estas células, a pesar de estar diseminadas en el hipotdlamo, son
capaces de actuar de forma sincronizada produciendo pulsos de GnRH, lo cual nos permite elaborar
el concepto de “generador de pulsos de GnRH”. La actividad de este generador de pulsos puede

medirse gracias a la frecuencia de pulsos de LH en la sangre (Klein, 2013).

Sin embargo, no solo el fotoperiodo es responsable del inicio o cese de la época de la actividad
sexual, sino que los factores sociales también ejercen un papel significativo. En cabras y ovejas, la
introduccion de machos en un rebafio de hembras en anestro estacional resulta en la activacion de la

secrecion de LH y en una posterior ovulacion (Chemineau, 1983; Martin et al., 1986).

En ovino, el factor social mas importante es el llamado efecto macho (Underwood et al., 1944)
gue se produce tras la reintroduccién de los machos, previamente separados y aislados durante un
periodo minimo de 4 semanas, al rebafio de ovejas en anestro estacional. Este efecto se emplea para
adelantar la temporada reproductiva en los rebafios (Gordon, 1997) y como forma alternativa al uso

de tratamiento hormonales.

Aunque las feromonas del morueco son el principal estimulo del efecto macho, la intensidad
del comportamiento sexual mostrado por éste influye en la calidad de la respuesta (Perkins et al.,
1994). La exposicidn durante 2 meses a dias largos (16 horas/dia) activa eficazmente el
comportamiento del morueco, adelanta la pubertad de corderos macho, incrementa de forma
sustancial la produccién de esperma en adultos y causa un aumento significativo del peso testicular
(Chemineau et al.,1992). Esto se explica debido a que, tras ser devueltos a fotoperiodo natural después
del tratamiento luminico de 45 dias, los machos lo interpretan como una disminucién de la duraciéon

del dia, estimulando asi su actividad reproductiva.

El uso de estos machos activados sexualmente por el manejo del fotoperiodo artificial puede
mejorar la respuesta de las ovejas a la reintroduccion del macho, siendo capaces de estimular un
mayor porcentaje de ovejas en ovulacion. Se ha demostrado que el contacto permanente con estos
machos sexualmente activos impide la aparicion del anestro estacional en las hembras, permitiendo

gue se mantengan ciclicas todo el afio (Abecia et al., 2015).



Por otro lado, la presencia continua de machos activados sexualmente en primavera es capaz
de adelantar la pubertad de corderas nacidas en septiembre, salvando por tanto el freno que el
fotoperiodo impone normalmente a las corderas nacidas en otofio, que tienen un desarrollo corporal
y una edad adecuada para la aparicion de la pubertad, pero que es obstaculizado por dicha situacion

fotoperiddica (Abecia et al., 2016).

Estos machos también son capaces de adelantar de manera significativa la actividad ovarica y
estral de ovejas paridas en invierno y destetadas al inicio de la primavera, salvando una vez mas el

anestro estacional impuesto por el fotoperiodo y el anestro post-parto (Abecia et al., 2017a).

Asi pues, la induccidn de la actividad sexual en las hembras mediante la presencia de machos
activados viene medida por un aumento de sus niveles de testosterona en primavera, alcanzando
niveles similares a los de la época reproductiva, y de una mayor actividad sexual de los machos
tratados. Estos resultados se consiguen tanto si se usan implantes de melatonina como si no (Abecia

et al., 2017b).

Los corderos que participan en este estudio han nacido a lo largo de la segunda semana de
octubre, con lo cual han alcanzado una edad de 15 semanas a lo largo de la tercera semana de enero,
y las 30 semanas de edad durante la segunda semana de mayo. Por lo tanto, han alcanzado la edad
de la pubertad durante el periodo de anestro correspondiente a su raza, cuando las tasas de
melatonina inhiben la generacion de pulsos de GnRh y LH (éstos no permiten eliminar el feedback
negativo producido por los estrégenos), retrasando asi la pubertad de estos animales. En un sistema
de produccién esta situacién representa un problema: estos machos empezaran su vida reproductiva
con una edad mas avanzada que otros nacidos en primavera, por lo que suponen un gasto adicional
para el ganadero. Un estudio (Courot et al., 1975) ilustra este fenédmeno y confirma que los niveles de
LH plasmatica y el tamafio testicular de los corderos nacidos en otofio son menores que los de

corderos de la misma edad, nacidos en primavera.

Una forma de esquivar este efecto seria usar el efecto macho con estos corderos, cuando
llegan a la edad de la pubertad, en el periodo de anestro de su raza. La presencia de machos activados
sexualmente (segun el protocolo ya establecido en estudios anteriores) podria activar el eje
hipotdlamo-hipodfisis-gonadal de los corderos, de la misma forma que lo hacen con hembras en

anestro o en corderas de la misma especie.



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
Este estudio se realiza en un contexto de cuestionamiento por parte de la sociedad de las
practicas de ganaderia, de su sostenibilidad y de su impacto sobre la salud publica y el medio

ambiente.

El cambio en el habito de los consumidores a nivel mundial estd teniendo un impacto
importante en el mercado y en la ganaderia: cada dia hay una mayor demanda de productos que son
limpios, verdes y éticos (“clean, green and ethical”). Esto podria acarrear una mayor complejidad en
el manejo, pero la comunidad cientifica trabaja para conseguir una mejor comprension de la fisiologia
y del comportamiento de los animales de produccién, desarrollando nuevos protocolos reproductivos
y de alimentacién que faciliten el trabajo de los ganaderos. Por lo tanto, el objetivo consiste en mejorar

la productividad y rentabilidad a la vez que se favorece una produccién mas limpia, verde y ética.

Con “limpia” se refiere a que se tendrian que buscar maneras de reducir el uso de farmacos,
productos quimicos y hormonas hasta, quizas, poder eliminarlo por completo. Esta demanda viene
generada por los consumidores, aunque no siempre estd justificada en hechos cientificos objetivos.
De hecho, los tratamientos hormonales no suelen dejar residuos, especialmente si se respetan los
tiempos de espera. Ademas, es relativamente facil demostrar qué productos, proviniendo de animales
gue no han recibido este tipo tratamiento, pueden contener tasas altas de alguna hormona como, por
ejemplo, los esteroides en la leche de vaca. Por otro lado, el hecho de que los consumidores busquen
productos modernos y de alta calidad permite a los ganaderos obtener un mayor beneficio

econdmico.

En el concepto “verde” hay que considerar el impacto de la industria en el medio ambiente
con el objetivo de minimizarlo y de incrementar su sostenibilidad a largo plazo. En ganaderia, los
problemas mds importantes son la produccion de gases de efecto invernadero por parte de los
rumiantes y de gran cantidad de estiércol en ganaderia intensiva, asi como el uso excesivo de
fertilizantes en agricultura a partir de la que se obtienen materias primas dirigidas a la alimentacién
animal. La necesidad de reducir este impacto ambiental debe implicar a toda la industria alimentaria,
por ejemplo: transporte, mataderos, fabricas de leche, etc. De hecho, una industria “verde” favorece
la buena imagen de los productos de origen animal en regiones desarrolladas econdmicamente, al

mismo tiempo que garantiza el futuro de la ganaderia a largo plazo.

“Etica”, pues el bienestar animal es una preocupacién importante para todas las industrias
gue trabajan en un mercado cada vez mas sofisticado, en el que los consumidores exigen que los

productos provengan de animales que hayan sido cuidados de manera adecuada. Esto puede suponer



un problema muy complejo, ya que al buscar una imagen mas “limpia”, por ejemplo, evitando o
reduciendo el uso de antibidticos, podria comprometerse el bienestar animal. Ademas, la aplicacidon
de medidas éticas debe ir mas allad del bienestar animal, también debe incluir los aspectos “limpios y

verdes” del transporte, procesado, envasado y marketing de los productos (Martin y Kadokawa, 2006).

Este estudio, basado en la activacion sexual de machos de raza Rasa Aragonesa gracias a la
manipulacién del fotoperiodo y el posterior uso de estos machos “activados” para provocar el efecto
macho, va dirigido a este tipo de demanda. Por lo tanto, funcionaria como una alternativa sostenible
de manejo frente al uso de hormonas (Abecia et al., 2017b) y permitiria una reducciéon de los costes
de produccidn resultando util tanto en ganaderia ecolégica como en sistemas de produccion mas

convencionales.



4. METODOLOGIA

El experimento se realiza en el Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de
Zaragoza (41°40’N). La Comisién Etica para la Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza
da su aprobacion para todo el protocolo que se sigue en el presente estudio. Los animales se cuidan y
se usan segun la normativa espafiola para la protecciéon animal (RD 1201/05), que cumple con la
Directiva de la Union Europea 2010/63 sobre la proteccion de los animales utilizados para

experimentacién y otros fines cientificos.

4.1. Animales y procedimientos experimentales

A mitades de enero, cuarenta corderos de raza Rasa Aragonesa con un peso vivo (PVi
Desviacion Estandar o DE) medio de 2916 kg, nacidos durante la segunda quincena de octubre (fecha
media de nacimiento: 19 de octubre + 10) se dividieron en cuatro grupos de 10 animales cada uno:
grupo FA, expuestos a un fotoperiodo artificial de dias largos, es decir, 16 horas de luz al dia durante
dos meses (del 15 de enero al 15 de marzo); grupo SAR, alojados con 3 machos adultos activados
sexualmente desde el 15 de marzo hasta el final del experimento; grupo NAR, alojados con 3 moruecos
no activados sexualmente a partir del 15 de marzo hasta finalizar el estudio; y grupo C o “control”,

aislados de los moruecos machos adultos durante todo el experimento.

La actividad sexual de los tres moruecos alojados con los corderos SAR se induce mediante su
exposicion a un fotoperiodo de dias largos (16 horas de luz/ dia) a partir del 15 de enero hasta el 15
de marzo. La iluminacidn se controla gracias a un programador electrénico y la intensidad luminosa
es de 300 lux (minimo) a nivel de los ojos de los animales (Figura 2). Tras finalizar este procedimiento,
tanto los corderos FA como los machos adultos vuelven a un fotoperiodo natural, simulando asi que
se encuentran en una época éptima para la reproduccion con fotoperiodo decreciente (dias mas

cortos).

Figura 2. Activacion sexual de los machos adultos, mediante fotoperiodo artificial de dias largos (16h

de luz/ dia), con una intensidad de 300 lux al nivel de los ojos.



A partir del 12 de enero, Marianne Gave se responsabilizd de tomar muestras individuales de
sangre cada semana con el fin de determinar la concentracion plasmatica de testosterona (T) de los
animales. Las muestras de sangre de los machos adultos se recogen de forma mensual. Ademas, Ana
Isabel Garcia Malo se responsabilizé de las mediciones del perimetro escrotal y Marianne Gave del PV

de los animales cada quince dias, hasta el 13 de junio (Figura 3).

Figura 3. Pesaje quincenal de los corderos.

Para la extraccion de las muestras de sangre se emplearon tubos heparinizados, lo que
permite que tras su centrifugacion se pueda extraer el plasma (Figura 4), congelarlo y enviarlo a la
Unidad de Fisiologia de la Reproduccidn y de los Comportamientos del INRA (Institut National pour la

Recherche Agronomique) en Francia (Nouzilly) para su analisis.

Figura 4. Muestras de plasma, registradas y preparadas para la congelacion.

En el caso de la medida de los perimetros testiculares, existen dos técnicas para su valoracion:
la cinta métrica o por volumen de agua desalojado. En este estudio se ha decido emplear el primero,

ya que proporciona una medida mas fiable (Figura 5). Para el pesaje de los corderos se emplea una
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bascula cuya precision ha sido comprobada con pesas homologadas de AENOR (Asociacién Espanola

de Normalizacion y Certificacion).

Figura 5. Medida de perimetro testicular mediante el método de la cinta métrica.

Todos estos datos son recogidos y trasladados a un documento Excel. A partir de estos, se

elaboran tablas y graficas que permiten el estudio y la comprensién de los resultados.

4.2. Analisis hormonal

La concentracion plasmatica de T ha sido medida por radioinmunoensayo (RIA) (Hochereau-
de Reviers et al., 1990). El RIA es un tipo de método que se basa en la competencia existente entre un
anticuerpo no marcado y una cantidad conocida del antigeno marcado para formar los complejos AgAc
o Ag*Ac. Con estos tres componentes (Ag, Ag* y Ac) puede realizarse el ensayo en el que,
manteniendo constantemente la cantidad de Ag* y Ac, se observara que a mayor cantidad de Ag
menos Ag* queda unido a la cantidad fija de Ac (y, por tanto, se medira menos radiactividad), lo que

permitira relacionar la radioactividad con la concentracién de Ag (Berson et al., 1952).

La sensibilidad de la técnica es de 0,3 ng/ml. Las muestras se han procesado por analisis Unico

(Coeficiente de variacidn intra-ensayo= 6%).

4.3. Test de comportamiento sexual

A mitad de junio, cuando los corderos alcanzaron la edad de ocho meses, cuarenta ovejas
adultas de raza Rasa Aragonesa recibieron un tratamiento con progestagenos intravaginales (Syncro-
Part®, CEVA Salud Animal) inhibiendo la secrecién preovulatoria de gonadotropinas con el fin de

producir un estro sincronizado. Después de 12 dias se quitaron las esponjas y cada oveja recibié una
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inyeccion de 300 Ul de eCG via intramuscular (Syncro-Part® PMSG, CEVA Salud Animal, Espafia).
Cuarenta y ocho horas después (dia 20 de junio), estas ovejas se usaron para realizar un test de
capacidad de monta con los corderos (Kilgour y Whale, 1980; Damian et al., 2015), bajo la

responsabilidad de Ana Isabel Garcia Malo.

Estos test consisten en que, durante 20 minutos, cada cordero estd expuesto a 5 ovejas en
celo en un box de 15 m2. En el transcurso de este tiempo, se registra el nimero de flehmen (elevacion
de la cabeza y del labio superior en respuesta al contacto y al olor de la orina de la oveja o al olor del
ambiente), olfateo ano-genital (olisqueo en la zona genital de la oveja) (Figura 6), aproximaciones
(roce, lamido y/o mordisqueo superficial del flanco de la oveja con intensidad y pasién) (Figura 7),
pataleo (el macho se encuentra detras de la oveja y le patea los flancos con una de las extremidades
anteriores) (Figura 8), intento de monta (se encuentra detras de la oveja haciendo movimientos con
laintencidn de copulary, posteriormente, coloca las dos extremidades anteriores sobre la oveja, pero
no se encuentra en una posicion estable) (Figura 9) y monta (introduccion del pene en la vagina de la
oveja, con uno o mds empujones, y con eyaculacidn posterior caracterizada por la elevacion de la
cabeza del macho hacia atras). Estos acontecimientos sexuales han sido descritos por Calderon-Leyva
et al. (2018). Cada cordero estd expuesto a un numero total de 5 ovejas y, ademas, se testan dos

corderos del mismo grupo a la vez (cuadras adyacentes) para reducir el efecto negativo que pudiese

tener la presencia de corderos de otros grupos.

Figura 6. Olfateo ano-genital, mostrado durante un ~ Figura 7. Aproximacion del morueco a la oveja,

test de comportamiento. mostrado durante el test de comportamiento.
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Figura 8. Pataleo por parte del macho a la oveja, Figura 9. Intento de monta, mostrado

mostrado durante el test de comportamiento. durante el test de comportamiento.

Los resultados obtenidos durante los test de comportamiento se registran (Figura 10) v,
posteriormente, son trasladados en una hoja de calculo en el programa informatico Microsoft® Excel,
para su organizacion y elaboracién de graficas. Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se

recurre al software SPSS®.

1/2/3/4/5/6/7/8)9/10{11/12/13/14/15/16/17)18/19/20)

1(2(3[as|6[7]8 sm’uuuy_gg:_wunn
FLEHMEN
OLFATEO VULVA
APROXIMACIONES
aavanac

Figura 10. Hoja de registro utilizada durante los test de comportamiento individual.

Después del test de capacidad individual para la monta, los corderos permanecieron en grupos
con diez ovejas asignadas y sélo se registraron las montas o intentos de monta para cada grupo
observado. Tras esta etapa, los corderos tuvieron la posibilidad de montar las ovejas durante 48 hy 5

meses después se recogio la tasa de fertilidad para cada grupo de corderos.

Finalmente, y una vez obtenidos todos los datos junto con sus respectivas graficas, se
utilizaran buscadores web como Alcorze, Pubmed o Google Académico, ademas de libros y articulos

de caracter cientifico, para comprender y discutir lo estudiado.
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4.4. Analisis estadistico

Los efectos del tiempo y del método de crianza en el PV, perimetro escrotal y concentraciéon
plasmatica de T han sido evaluados estadisticamente con el procedimiento GLM (Generalized linear
model) para medidas repetidas (SPSS v. 21). Para comparar los valores medios de T antes y después
del 15 de marzo, cuando los moruecos SAR y NAR han sido introducidos y cuando los corderos FA han

vuelto al fotoperiodo natural, se han empleado t-tests pareados.

Para establecer el nivel de significacién estadistico de las diferencias entre las tasas de

fertilidad se ha recurrido a la prueba de Chi-cuadrado.

Los resultados se expresan como la media + SEM (Error Estandar de la Media) y se considera

gue los resultados son estadisticamente significativos a partir de P <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Peso vivo

Las diferencias de peso vivo entre los grupos FA, C, SAR y NAR son practicamente nulas desde
enero hasta mitad de marzo, a partir del cual se empieza a observar un ligero distanciamiento (Figura
11). El peso vivo medio y final al comienzo del experimento fue de 28,89+0,44 kg, mientras que al

finalizar los animales habia alcanzado una media de 49,75+0,88 kg. No hubo efecto de los factores

estudiados.
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Figura 11. Evolucion del peso vivo (PV) medio (kg) en corderos de raza Rasa Aragonesa,
nacidos en octubre, que han sido expuestos a dos meses de dias largos con 16 horas de luz al dia entre
el 15 de enero y el 15 de marzo (FA); o que han sido alojados con tres machos adultos activados
sexualmente (SAR) o bien con tres moruecos no activados sexualmente (NAR) desde el 15 de marzo
hasta el final del experimento; y aislados de adultos durante todo el experimento (Control). La
activacion de los tres machos adultos se ha llevado a cabo mediante su exposicion a dias largos (16

horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15 de marzo.

5.2. Concentraciones de T plasmatica

El manejo prepuberal afect6 significativamente a los niveles de T plasmaticos de los corderos
(P<0,001). Asi pues, se observa que los niveles medios de T en plasma a lo largo del estudio son mas
elevados en los grupos C (4,4 ng/ml £0,2) y SAR (4,3 ng/ml +0,2) en comparacion con los grupos FA
(3,4 ng/ml £0,2) y NAR (3,4 ng/ml £0,2).
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También se observan fluctuaciones en la concentracién de T durante el experimento. Los
corderos del grupo FA presentan niveles mds bajos que los del grupo SAR y C, con cuatro meses de
edad, a pesar de que los cuatro grupos muestran un aumento gradual en los niveles de T. Sin embargo,
al final del experimento (junio) en todos los grupos, salvo en el grupo C, se ha producido un descenso
en los niveles de T plasmatica (FA: 3,1+0,2; SAR: 3,90,2; NAR: 4,7+0,2; C: 6,03+0,2; P<0,001) (Figura
12).
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Figura 12. Evolucion de la concentracion plasmdtica media (+SEM) de testosterona (ng/ml) en
corderos de raza Rasa Aragonesa, nacidos en octubre, que han sido expuestos a dos meses de dias
largos con 16 horas de luz al dia entre el 15 de enero y el 15 de marzo (FA); o que han sido alojados
con tres machos adultos activados sexualmente (SAR) o bien con tres moruecos no activados
sexualmente (NAR) desde el 15 de marzo hasta el final del experimento; y aislados de adultos durante
todo el experimento (Control). La activacion de los tres machos adultos se ha llevado a cabo mediante

su exposicion a dias largos (16 horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15 de marzo.

Se observan concentraciones similares de T plasmatica entre los moruecos durante los dos
meses de tratamiento luminico del grupo SAR (15 enero-15 marzo). Sin embargo, un mes después (15
de abril) los machos SAR presentan niveles significativamente mas altos que los del grupo NAR

(P<0,01) (Figura 13).
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Figura 13. Concentracion plasmdtica de testosterona (ng/ml) media (+SEM) en moruecos de
raza Rasa Aragonesa en los que su actividad sexual ha sido inducida mediante su exposicion a dias

largos (16 horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15 de marzo.

5.3. Perimetro escrotal

Se observd una diferencia significativa de perimetro escrotal entre los distintos grupos
(P<0,01). A lo largo del estudio, los corderos NAR presentaron un crecimiento testicular menor que el
resto de grupos. Sin embargo, en los cuatro grupos se produjo un aumento gradual de sus perimetros
para alcanzar unos tamafios similares en el ultimo mes (FA: 28,6 £ 0,6; SAR: 28,6 + 0,5; NAR: 27,6

1,2; C: 29,2 £ 0,6 cm) (Figura 14).
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Figura 14. Evolucién del perimetro escrotal (cm) medio (+SEM) en corderos de raza Rasa
Aragonesa, nacidos en octubre, que han sido expuestos a dos meses de dias largos con 16 horas de luz
al dia entre el 15 de enero y el 15 de marzo (FA); o que han sido alojados con tres machos adultos
activados sexualmente (SAR) o bien con tres moruecos no activados sexualmente (NAR) desde el 15 de
marzo hasta el final del experimento; y aislados de adultos durante todo el experimento (Control). La
activacion de los tres machos adultos se ha llevado a cabo mediante su exposicion a dias largos (16

horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15 de marzo.

5.4. Test de comportamiento sexual individual

Resulta evidente que los corderos pertenecientes al grupo C presentaron un mayor nimero
de manifestaciones sexuales (P<0,05). Llama especialmente la atencidn el signo de flehmen (P<0,001),
pero también se observa una superioridad en el resto de manifestaciones sexuales: olfateo vulvar
(P<0,05 vs. grupo FA), aproximaciones (P<0,05 vs. grupos FA y SAR), intentos de monta (P<0,05 vs.
resto de los grupos) y monta con golpe de rifidn (P<0,05 vs. grupos FA y SAR). La mitad de los intentos

de monta y montas han sido realizados por este grupo (Figura 15).
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Figura 15. Numero medio de flehmen, olfateo vulvar, aproximaciones, patadas, intentos de
monta y montas durante los test individuales de comportamiento sexual (20 minutos) en corderos de
raza Rasa Aragonesa, nacidos en octubre, que han sido expuestos a dos meses de dias largos con 16
horas de luz al dia entre el 15 de enero y el 15 de marzo (FA); o que han sido alojados con tres machos
adultos activados sexualmente (SAR) o bien con tres moruecos no activados sexualmente (NAR) desde
el 15 de marzo hasta el final del experimento; y aislados de adultos durante todo el experimento
(Control). La activacion de los tres machos adultos se ha llevado a cabo mediante su exposicion a dias

largos (16 horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15 de marzo.

5.5. Test de comportamiento sexual grupal y fertilidad

La distribucidn de los intentos de monta y montas después del test grupal se presenta en la
figura 16. Los corderos del grupo C realizaron mas del 50% de ambas manifestaciones sexuales
(P<0,05) en comparacién con el resto de grupos. Los corderos del grupo FA no montaron ninguna de
las ovejas durante los 20 minutos de duracién del test. Las tasas de fertilidad obtenidas en las ovejas
cubiertas con el grupo SAR (90%) y C (100%) eran superiores (P<0,01) que en el grupo FA (50%) y NAR
(40%) (Figura 16).
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Figura 16. Numero medio de intentos de monta y montas durante el test de comportamiento
sexual grupal (20 minutos) en corderos de raza Rasa Aragonesa, nacidos en octubre, que han sido
expuestos a dos meses de dias largos con 16 horas de luz al dia entre el 15 de enero y el 15 de marzo
(FA); o que han sido alojados con tres machos adultos activados sexualmente (SAR) o bien con tres
moruecos no activados sexualmente (NAR) desde el 15 de marzo hasta el final del experimento; y
aislados de adultos durante todo el experimento (Control). La activacion de los tres machos adultos se
ha llevado a cabo mediante su exposicion a dias largos (16 horas/dia) desde el 15 de enero hasta el 15

de marzo.
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6. DISCUSION

Este experimento se disefid con el fin de determinar si diferentes estrategias de manejo
durante el periodo prepuberal de corderos nacidos en otofo podrian modificar su actividad sexual y
su fertilidad cuando alcanzan la edad de 8 meses. Para ello se midié la evolucién de la concentracion
de T plasmatica y se registré la actuacion de los corderos durante los test de comportamiento sexual,
tanto individuales como grupales. Es importante destacar que el periodo prepuberal de corderos

nacidos en otofio coincide con el anestro estacional de esta especie (Forcada et al., 1992).

6.1. Discusion de los métodos utilizados

La valoracién de los niveles de T como un indicador de la pubertad ha sido utilizado en otros
estudios: Souza et al. (2010) describen un aumento lento de los niveles plasmaticos en corderos entre
9y 32 semanas de edad, seguido de un aumento mds importante hasta la semana 42 y una posterior
caida. En el caso de este trabajo, se llega a la conclusidn de que los animales llegan a ser puberes antes
de llegar a los niveles mas altos de T. Un estudio (Lee et al., 1976) también ilustra que, tras alcanzar
un pico a la semana 5, hasta la semana 20 de edad los niveles de T de los corderos son estables,
empiezan entonces a aumentar hasta llegar a su maximo a una edad de 41 semanas. Otros estudios
han utilizado este pardmetro, demostrando que existe una cierta variabilidad debido a la raza en el
patrén de excrecidn de la T (Langford et al., 1998; Lafortune et al., 1984). Por otra parte, muchos
autores han escogido la calidad espermatica ademads de la periferia testicular, los niveles de Ty el
comportamiento como indicador de la pubertad. En el presente caso no ha sido asi debido a razones
practicas, éticas y de fiabilidad de los resultados: para poder valorar la calidad del semen de los
corderos hubiese sido mejor recurrir a la electroeyaculacidon, pero el protocolo especificaba que los
machos no podian estar en presencia de hembras antes del test de monta. Ademas, este método
implica una sedacién, es cuestionable desde el punto de vista del bienestar animal y no permite

obtener resultados fiables (Mattner y Voglmayr, 1962; Marco-Jiménez et al., 2008).

El perimetro testicular del macho de Rasa Aragonesa debe estar entre 33 y 35 cm. Por debajo

de esta medida se suele desaconsejar su uso como reproductores puesto que, como se ha
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mencionado, a menor tamafio testicular, menor produccion espermatica (Abecia y Forcada, 2010)

(Tabla 1).

=50 % >90 %
>30 % =70 %
<30 % <70 %

Tabla 1. Perimetro testicular del macho de Rasa Aragonesa debe estar entre 33 y 35 cm. Por
debajo de esta medida se suele recomendar su descarte como reproductor, como se ha mencionado,

a menor tamario testicular, menor produccion espermdtica (Abecia y Forcada, 2010).

6.2. Discusion de los resultados

Los resultados del grupo SAR presentan una contradiccion llamativa, ya que a pesar de una
actividad sexual baja en los tests de comportamiento han demostrado tener una buena tasa de
fertilidad. De hecho, la proporciéon de ovejas fecundadas por estos corderos ha sido similar a la
presentada por los corderos control, que son los que han alcanzado el mayor grado de vigor sexual
durante las pruebas comportamentales. Es probable que estos corderos que han estado en contacto
con moruecos activados sexualmente por la exposicién a un fotoperiodo de dias largos, a pesar de
haber alcanzado una buena capacidad fecundante, no han sido capaces de demostrar una actividad

sexual evidente en los test individuales.

Segun Ungerfeld y Lacuesta (2010), la capacidad reproductiva podria estar relacionada con el
rango social o jerarquico del morueco durante la etapa prepuberal sin que se vean diferencias en las

concentraciones séricas de T o de produccién seminal.

Podemos suponer que los dos grupos de corderos que han estado acompafiados por
moruecos (SAR y NAR) han podido verse inhibidos por la presencia de las hembras. Se ha visto que,
criar machos de las especies ovina y caprina en grupos separados de las hembras, en efecto, puede
facilitar la formacién de relaciones sociales Unicamente entre machos que, al menos de forma

temporal, impide el desarrollo de interés sexual por las hembras (Price et al., 1988).

lllius et al. (1976) han criado grupos de corderos en distintos entornos sociales (en
aislamiento, grupos de tan solo machos y grupos mixtos) y han medido la evolucién de las

concentraciones plasmaticas de T entre el nacimiento y los 21 meses de edad. El patrén de secrecion
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de la T no ha sido modificado por estos entornos sociales y, de la misma forma que en el presente
experimento, demuestra un aumento marcado a las 26 semanas de edad coincidiendo con la época
de pubertad. Por otro lado, la baja tasa de fertilidad expresada por los animales de los grupos NAR y
FA, con una menor capacidad reproductiva que en el grupo SAR, puede indicar que la calidad seminal
de los corderos del grupo SAR ha sido mejorada gracias a la presencia de los machos adultos activados.
Sin embargo, no se han detectado diferencias en las concentraciones de T o en el perimetro testicular
en este momento. Como dato interesante, se sabe que los corderos en Espafia estan habitualmente
criados bajo condiciones parecidas a las que han experimentado los corderos del grupo NAR. Esto

significa que estos corderos estadn, de normal, inhibidos sexualmente por su entorno.

Si consideramos que el tamafio testicular y la funcién espermatogénica estan correlacionadas
tanto en la temporada reproductiva como en anestro (Yarney et al., 1990) y asumimos que si no hay
diferencias en el PV y el perimetro escrotal ni tampoco hay diferencias en la calidad espermatica, la
diferencia en la tasa de fertilidad podria estar relacionada con una falta de actividad de monta mas

gue con un problema de calidad espermtica.

Hemos descrito previamente como la actividad sexual parece estar disminuida cuando se
realizan los test de comportamiento individuales en comparacion con los test grupales (Abecia et al.,
2015). Asi que los corderos SAR no han exhibido muchas manifestaciones sexuales en el test individual,

pero han conseguido expresar su potencial reproductivo durante las 24 horas de apareamiento.

Hay varios articulos que resefian el efecto de diferentes factores sociales capaces de modificar
el desencadenamiento de la pubertad en ovino. En corderas se ha descrito cdmo la presencia de
moruecos activos sexualmente adelanta la primera ovulaciéon y el primer estro de corderas también
nacidas en otofo (Abecia et al.,, 2016) en comparacién con corderas alojadas con moruecos sin
estimular. En corderas los signos de la pubertad pueden medirse con la concentracién plasmatica de
progesterona o sefiales de estro, pero en el caso de los corderos los niveles plasmaticos de T por si
solos no son un indicador claro de la aparicidn de la pubertad. Como ya se ha mencionado, la pubertad
se define como el momento en el que los animales liberan por primera vez células germinales maduras
(Foster et al., 1986). Ya que en este experimento se queria evitar cualquier contacto previo con
hembras o el uso de electroeyaculacidn, la fecha de aparicién real de la pubertad de los corderos no

puede asegurarse.

Yarney y Sanford (1993) describen que hay una correlacién entre los niveles plasmaticos de T
y el didametro testicular con el nimero de espermatozoides por eyaculado y la frecuencia de

eyaculacion a distintas edades juveniles, concluyendo que la combinacién de ambos pardmetros cerca
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de la edad de apariciéon de la pubertad aporta la mejor prediccién a largo plazo de la funcién

reproductiva en la edad adulta.

A pesar de los valores similares de niveles de Ty perimetro escrotal medidos en los tres grupos
durante las ultimas semanas del experimento, el efecto significativo de los métodos de manejo
detectados por el andlisis GLM puede indicar que los grupos SAR y C han presentado signos de una
maduracién sexual mds precoz que los otros grupos. De hecho, estas posibles diferencias han sido
reflejadas con la mayor tasa de fertilidad alcanzada por estos grupos. Como observacidon podemos
destacar que, en Espafia, los corderos se suelen criar como los del grupo NAR de este experimento,
gue han sido los que han presentado mayor inhibicién de las actividades sexuales y menor fertilidad.
A efectos practicos, podriamos pues recomendar una modificacién del manejo de estos animales,

aislandolos de los adultos hasta llegar a la madurez sexual.

Los corderos FA han fallado en presentar un desarrollo testicular o una secrecién de
testosterona mas favorables. Sin embargo, trabajos anteriores sobre el avance de la aparicién de la
pubertad en corderos han conseguido buenos resultados. Asi pues, corderos de tres meses, nacidos
en otofio, expuestos a 8-11 semanas de dias largos y posteriormente a dias cortos han presentado una
aceleracién en su desarrollo sexual medido a través de cambios en el crecimiento testicular (Colas et

al., 1987).

En el experimento realizado, los corderos han sido tratados con un fotoperiodo de dias largos
durante 2 meses entre los 3 y 4 meses de edad, seguido de un fotoperiodo natural, asi que es probable
gue la vuelta a condiciones naturales no haya permitido cambios en el desarrollo sexual. De hecho, en
el experimento de Colas et al. (1987), después de finalizar los tratamientos luminicos, cuando los
animales fueron devueltos a un fotoperiodo natural, el volumen testicular de los corderos
previamente tratados bajé rapidamente mientras que el volumen de los corderos del grupo control

aumentd como suele ocurrir de forma fisioldgica en primavera-verano.
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7. CONCLUSIONES

En conclusién, los corderos nacidos en otofio criados o aislados de moruecos adultos o en
contacto permanente con moruecos activados sexualmente, presentan niveles superiores de T
durante su periodo prepuberal en primavera que animales en contacto permanente con adultos no
activados o expuestos a dos meses de dias largos a partir de la edad de 3 meses. Sin embargo, solo los
corderos que han sido aislados no parecen haber entrado en parada reproductiva como los otros
grupos al final del experimento. Criar corderos nacidos en otofio aislados de adultos de la misma
especie resulta en un grado alto de actividad sexual a los 8 meses de edad, aunque su fertilidad es

similar a la de los corderos criados en presencia de machos adultos activados sexualmente.
CONCLUSIONS

In conclusion, ram-lambs born in autumn, reared either isolated from adult rams, or in
permanent contact with sexual-activated adult rams, present higher levels of testosterone during their
prepuberal period in spring than animals in permanent contact with non-activated adult rams or
exposed to two months of long days from the age of 3 months. However, only isolated ram-lambs did
not seem to enter into sexual rest as the other groups did at the end of the experiment. Rearing
autumn-born ram-lambs in isolation of adult congeners of the same species results in a high degree
of sexual activity at 8-months of age, although their fertility is similar to ram-lambs reared in the

presence of sexually-active adult rams.
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8. VALORACION PERSONAL
8.1. Valoracion de Ana Isabel Garcia Malo

La realizacidon de este trabajo me ha dado la oportunidad de participar activamente en un
estudio de campo en el dmbito del ovino, una de las especies con las que me gustaria tratar en mi

futura vida profesional.

Sin duda, he implementado mi paciencia después de llevar a cabo los test comportamentales,
dado que habia machos no demasiado colaboradores capaces de hacer que veinte minutos parecieran
mas largos de lo que en realidad eran. Por otra parte, me he dado cuenta de lo metddico y preciso
gue hay que ser durante la medida de la circunferencia testicular, ya que es demasiado facil acumular
errores. También he aprendido que, a veces, la ideas fracasan y a pesar de que nuestra hipétesis inicial

tenia sentido, no hemos acabado consiguiendo los resultados que esperdbamos.
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sacar sangre y pesar regularmente, lo cual implicaba un manejo semanal durante varios meses.
También hubo unos aspectos practicos a nivel de laboratorio, ya que he trabajado de forma auténoma

para preparar las muestras de plasma para su congelacidn y posterior analisis.

En segundo lugar, he aprendido a trabajar en equipo: tanto en el manejo de los animales y en

la realizacion propiamente dicha del estudio como en la redaccién de la memoria.
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un estudio experimental, cdmo utilizar las fuentes de bibliografia y como podemos utilizar el trabajo

de otros grupos de estudio para entender mejor los resultados que se consiguen.

Para finalizar, ambas agradecemos la paciencia y la disposicién en todo momento de nuestro
tutor Alfonso Abecia, asi como la ayuda recibida por parte de los trabajadores del SAEA José Antonio
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