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LA NUTRICION Y SU EFECTO EN LAS CELULAS TESTICULARES DEL
CARNERO

Tania Arellano Lezama, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

Se realizaron dos estudios para determinar el efecto de la restriccion alimenticia en el
epitelio seminifero y en el semen de los machos durante la etapa lactante y adulta. En el
estudio I, se administr6 una dieta experimental con la finalidad de observar el cambio en la
calidad seminal de carneros Pelibuey (R1) y East Friesian (R2) durante la época
reproductiva (ER) y el anestro estacional (AE). Se registré el peso corporal y la
circunferencia escrotal de forma semanal, asi como las variables con las que se realiza una
evaluacion seminal de campo. Se observaron diferencias (p<0.05) en la R1 en las variables
tiempo al eyaculado (TE) y concentracion, y en el anestro estacional, se observaron
diferencias en el volumen y el porcentaje de vivos por efecto de la dieta experimental. Para
la R2 se observaron diferencias (p<0.05) en la ER, en las variables VVoliumen, TE %vivos,
normalidad y concentracion y en la AE Unicamente en la variable TE. En el estudio I, se
trataron 28 ovinos machos desde la etapa neonatal hasta los 12 meses, de estos, se
restringieron 12 machos desde los 0 hasta los 2 meses de edad, que corresponde a la etapa
de lactancia, se evalu6 la prolificidad del testiculo, el cambio de cordones a tubulos vy el
namero de espermatidas elongadas, como un pardmetro de prolificidad por unidad de area,
ademas del incremento en el peso corporal y en el diametro del saco escrotal. EI cambio de
cordones a tubulos comenzé a observarse a los 3 meses de edad en los animales testigo y a
los 6 meses de edad en los restringidos (p<0.05) y de la misma forma, la aparicion de
espermatidas elongadas comenzaron a presentarse en los individuos testigos de 3 meses y a

los 6 meses en los individuos restringidos (p<0.05). El incremento en el peso corporal y en

Vii



el diametro del saco escrotal, generaron una curva de crecimiento con una relacion entre
ambas variables de r=0.97 para los testigo y r=0.93 para los restringidos. Por lo que se
concluye que la nutricion y el fotoperiodo afectan la calidad seminal en las R1 y R2 y que
una restriccion alimenticia durante la lactancia afecta el desarrollo y fisiologia del epitelio

seminifero, en etapas puberales y adultas.

Palabras clave: Carneros, fotoperiodo, nutricion, semen, epitelio seminifero.
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NUTRITION AND ITS EFFECT ON TESTICULAR CELLS OF THE RAM

Tania Arellano Lezama, PhD.

Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

Two studies were conducted to determine the effect of food restriction in the seminiferous
epithelium and in the semen of male sheep during infant and adult stage. In the first study,
an experimental diet in order to observe the change in semen quality of Pelibuey rams (R1)
and East Friesian rams (R2) during the breeding season (ER) and the seasonal anoestrus
(AE) was administered. Body weight and scrotal circumference weekly, as well as variables
with a seminal field assessment is carried out is recorded. (P <0.05) were observed in the
R1 in the variable time to ejaculate (TE) and concentration, and the seasonal anoestrus,
differences in volume and the percentage of living due to the experimental diet were
observed. For the R2 differences (p <0.05) in the ER, in the volume variables, TE% alive,
normal and concentration and AE were observed only in the TE variable. In study 1l, 28
male sheep were treated from the neonatal period up to 12 months, of these, 12 males were
restricted from 0 to 2 months of age, which corresponds to the stage of lactation, litter size
was evaluated testicle, changing strings to tubules and the number of elongated spermatids,
as a parameter of prolificacy per unit area, besides the increase in body weight and diameter
of the scrotal sac. The change began laces tubules observed at 3 months of age in the
control animals and 6 months of age in the restricted (p <0.05) and in the same way, the
appearance of elongated spermatids began to occur in individuals witnesses 3 months and 6
months in the restricted individuals (p <0.05). The increase in body weight and the

diameter of the scrotum, a growth curve generated with a relationship between the two



variables r and r = 0.97 for control = 0.93 for restricted. So we conclude that nutrition and
photoperiod affect semen quality in the R1 and R2 and a dietary restriction during lactation
affects the development and physiology of the seminiferous epithelium in pubertal and

adult stages.

Keywords: Rams, photoperiod, nutrition, semen, seminiferous epithelium.
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ABREVIATURAS

ABP: Proteina que se une a Androgenos.
AC: Amamantamiento Continuo.

AE: Anestro Estacional.

AMH: Hormona Antimulleriana.
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.
AR: Alimentacion Restringida.

ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero.
BE:: Benzoato de Estradiol.

C: Cordones.

Ca: Capilar.

DE: Dieta Experimental.
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FSH: Hormona Foliculo Estimulante.
GABA: Acido gama-aminobutirico.

GnRH: Hormona Liberadora de
Gonadotropinas.

HG: Hormona del Crecimiento.
H-R: Complejo Hormona-Receptor.
Id: ldentificacion.

IGF-I: Factor de Crecimiento tipo
Insulina .

L: Ldmen.
Lb: Ldmina basal.
LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad.

LH: Hormona Luteinizante.
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LS: Latitud Sur.

M: Macrofago.

MIS: Sustancia Inhibidora de los
conductos de Miiller.

NAT: N-Acetil-Transferasa.
NSQ: Nucleo Supraquiasmatico.
PKC: Proteina Kinasa.

P-Mod-S Ay B: Factor Peritubular que
regula a las células de Sertoli, tipo Ay B.

RA: Receptores de Androgenos.
Rt: Rete Testis.

R1: Raza 1, Pelibuey.

R2: Raza 2, East Friesian.

SHGB: Globulina que enlaza Hormonas
Sexuales.

SNC: Sistema Nervioso Central.

SRY': Region Determinante del Sexo Y.
T: Testosterona.

Ti: Tejido Intersticial.

TRP: Triptofano

Ts: Tubulos seminiferos.

T3: Hormona Tiroidea.



I. INTRODUCCION GENERAL

El espermatozoide aporta el 50% de la informacidn genética del individuo, por tal razon,
los eventos fisicos y fisioldgicos que involucra el proceso de espermatogénesis son muy
importantes; estos incluyen, las variaciones en talla y desarrollo testicular y en la
produccion seminal, que son factores que tienen una estrecha relacion con la eficiencia
reproductiva y que se encuentran asociados a otros, como es la raza, el fotoperiodo y la

nutricion (Blache et al., 2000; Martin et al., 2010).

En ovinos, asi como en otras especies domeésticas, la eficiencia reproductiva es considerada,
uno de los aspectos importantes en términos de valor econémico (Bilgin et al., 2004) y uno
de los factores esenciales que lo determinan, es la nutricion, ya que puede estimular a los
individuos a expresar su potencial genético, disminuir los efectos negativos en un ambiente
fisicamente hostil y ademas, puede minimizar los efectos de un manejo deficiente (Fourie
et al., 2004). La nutricion es tan importante, que una alimentacion inadecuada, por ejemplo,
una restriccion, afecta todas las variables reproductivas, desde la gametogénesis hasta la
presentacion de la pubertad, en machos y hembras (Scaramuzzi et al., 2006). Razén por la
cual, existen muchos estudios que se han realizado con la finalidad de determinar los
efectos de la nutricion en la eficiencia reproductiva de rumiantes en diferentes etapas
fisioldgicas; por ejemplo, en hembras, estos estudios se han realizado en las ultimas etapas
de la gestacion, durante el periodo postparto, entre otras y en el macho, durante el anestro
estacional y el empadre, por otra parte, en corderos, se han realizado durante el periodo
neonatal, de desarrollo y crecimiento (Gunn et al., 1995; Rhind et al., 1998). Estas son
etapas durante las cuales, la demanda de nutrientes es elevada y por lo tanto, tienen un
impacto directo en el desarrollo del sistema reproductivo (Rhind, 2004).
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Ademas, los requerimientos de nutrientes para el desarrollo fetal y la lactancia, demandan
en la hembra, principalmente, la utilizacion de la energia almacenada; por ello, los efectos
de la nutricion en la reproduccion estdn précticamente regulados por suplementos
nutricionales, y de las reservas energeticas. Asi, una dieta mal balanceada en cuanto a
requerimientos nutricionales se refiere en animales en las diferentes etapas fisioldgicas,
tiene como consecuencia el desequilibrio homeostatico del individuo, y por tanto efectos
negativos que pueden alterar de manera temporal o permanente, la funcion reproductiva del

individuo (Scaramuzzi et al., 2006).

También, se ha observado que la mortalidad neonatal, tanto en sistemas extensivos, como
intensivos, es un problema que enfrenta la produccién ovina. La mortalidad de 15 a 25% es
comun en los sistemas de produccion y esto suele ocurrir durante la etapa de lactancia, por
ello, la supervivencia del neonato, depende en parte de la habilidad que tenga para
adaptarse a las diversas condiciones ambientales y de las reservas de energia que posea
(Alexander, 1984; Nowak et al., 2000). Algo muy importante, es que la restriccion de la
nutricion, ya sea en etapas neonatales, puberales o adultas, puede influenciar la actividad
enddcrina del animal y por tanto, alterar la eficiencia espermatogénica (Brown, 1994). De
esta forma, la comprension del cémo y en qué momento la nutricién afecta los diferentes
eventos reproductivos en el macho facilita la aplicacion de programas de nutricién dirigida
a los sistemas de produccién ovina, con la finalidad de optimizar la eficiencia reproductiva
(Martin et al., 1994; Scaramuzzi et al., 2006). Por lo cual, el objetivo del presente estudio
fue describir y analizar los efectos de la restriccién alimenticia en la funcion testicular de

machos ovinos durante la etapa lactante y adulta.



1. REVISION DE LITERATURA.

2.1 GENERALIDADES ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LA GONADA DEL
MACHO: EL TESTICULO

A grandes rasgos, el aparato reproductor del macho, tiene como funcion principal, la
produccién de espermatozoides. Esta anatdmicamente constituido por los testiculos,
incluidos en el saco escrotal, un sistema de conductos, que incluye a los tabulos rectos, red
testicular, conductos eferente y deferente, conducto epididimario y conducto eyaculador.
También posee glandulas sexuales accesorias, que estdn conformadas por las vesiculas

seminales, prostata y las glandulas bulbouretrales (Lesson y Paparo et al., 1990).

2.1.1 Escroto

El escroto o saco escrotal, es una estructura péndula, en forma de saco en donde se
encuentran los testiculos, la parte distal de los conductos deferentes y los cordones
espermaticos. Este tiene como funcion, regular la temperatura testicular, que en ovinos
varia desde 4 a 7° C por debajo de la temperatura corporal, variacién necesaria para llevar a
cabo la espermatogénesis. Ademas, también contiene a los conductos deferentes y el haz

neurovascular, que inerva e irriga a cada testiculo (Duran-Ramirez et al., 2008).

2.1.2 Testiculos

Los testiculos tienen dos funciones principales: la sintesis de hormonas (esteroidogénesis) y
la produccion de gametos maduros (espermatogénesis); ambas funciones, estan
estrechamente relacionadas ya que la produccion de espermatozoides depende de la

produccion de androgenos (Duran Ramirez et al., 2008).



Ademas, se caracterizan por ser estructuras muy vascularizadas, conformados por arterias
testiculares, que son ramas directas de la aorta abdominal, es por ello que la circulacién se
da a través del plexo venoso pampiniforme y pasa a la vena cava por la derecha y hacia la
vena renal por la izquierda. La circulacion linfatica transcurre junto a las arterias y hasta los

ganglios paraorticos (Lesson et al., 1990; Figura 1).
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Figura 1. Esquema que muestra las diferentes capas o tlnicas (capa externa o tUnica vaginal, capa media o tdnica
albuginea y la capa interna o tdnica vascular) que integran al testiculo, asi como su vascularizacion. Se pueden observar
las arterias testiculares, que son ramas directas de la aorta abdominal, el plexo venoso pampiniforme, donde se produce la
circulacion venosa y desde alli, la circulacion se dirige hacia la vena cava por la derecha y hacia la vena renal por la
izquierda. La circulacion linfatica transcurre junto a las arterias y hasta los ganglios paraérticos (tomado y modificado de
SERAM 2012/S-0762: http://dx.doi.org/10.1594/seram2012/S-0762).

Los testiculos del carnero adulto, llegan a pesar entre 200 y 300 g y debido a que esta
especie es estacional, el tamafio testicular puede variar de acuerdo a la época, alcanzando

un didmetro maximo aproximadamente a la mitad de la época reproductiva. Esto es muy


http://dx.doi.org/10.1594/seram2012/S-0762

importante ya que el nimero de espermatozoides que se producen, esta en relacion al

tamano testicular (Duran Ramirez et al., 2008).

Los testiculos, estan rodeados por la capsula testicular, que actia como una membrana
capaz de efectuar contracciones periodicas, esto sirve para conservar una presion sanguinea
adecuada dentro de los testiculos, regular el movimiento afuera de los capilares y al sistema
de conductos, ayudando al desplazamiento de los espermatozoides hacia afuera (Lesson et

al., 1990).

La capsula testicular, esta formada por tres capas (Figura 1):

1. La capa externa o tunica vaginal.
2. La capa media o tunica albuginea.

3. Lacapa interna o tdnica vascular.

El tejido testicular, esta compuesto por tubulos seminiferos, donde se encuentran las células
de Sertoli, mioides-peritubulares y germinales, y ademas, esta el tejido intersticial, que se
caracteriza por presentar una gran vascularizacion y esta conformado por vasos sanguineos,

linfaticos y las células de Leydig.

2.1.2.1 Tubulos Seminiferos

En el interior de los tabulos seminiferos, se lleva a cabo, el proceso de espermatogénesis.
Cada tubulo seminifero esta contorneado y se encuentran revestidos por un epitelio
germinal o seminifero, de tipo cubico estratificado y rodeados de una delgada lamina basal.
Los tubulos seminiferos estan compuestos, principalmente, de tres tipos de células. Las
células mioides o peritubulares, las células de Sertoli y las células germinales. Estas células

se encuentran divididas en dos tipos de compartimientos en el interior del tdbulo



seminifero, el compartimiento basal y el compartimiento adluminal. EI compartimiento
basal, se extiende entre las uniones y la [dmina basal, de esta forma, permite un intercambio
de sustancias nutritivas y otros materiales entre los vasos intersticiales y las células
germinales que se encuentran en él y el compartimiento adluminal, que se encuentra entre
las uniones y la luz del tubulo seminifero, esta aislado de este intercambio directo, asi como
las células que lo conforman; este compartimiento tiene células germinales maés
diferenciadas de las que hay en el compartimiento basal, pero ambos dependen de las
células de Sertoli para disponer de nutrientes y otras sustancias (Lesson y Paparo et al.,

1990).

2.1.2.2 Las células de Sertoli

Las células de sostén, somaéticas o de Sertoli se encuentran de manera espaciada en el
interior del tubulo seminifero, porque son pocas y estan dispuestas a intervalos bastante
regulares. Son células muy grandes y sus bases estan sobre la lamina basal del tubulo; en la
region cercana al lumen de la célula, se encuentran las cabezas de los espermatozoides en
proceso de maduracién, ubicadas en depresiones de su citoplasma. El nucleo de estas
células se distingue con facilidad de las células germinales que comparten el espacio
tubular. EI sitio en donde se juntan dos células de Sertoli, forman una unién estrecha y la
fusibn de membranas, junto con el tejido peritubular, constituyen la barrera
hematotesticular (Lesson y Paparo et al., 1990).

Se ha descubierto que las células de Sertoli son multifuncionales e indispensables para el
proceso de espermatogénesis, algunas de las funciones que realizan incluyen: 1) Contienen
receptores para FSH; 2) sintetizan una proteina que se une a andrégenos (Androgen

Binding Protein o ABP), la cual mantiene una concentracién elevada de testosterona en el



interior de los tibulos seminiferos; 3) constituye la barrera entre la sangre y los testiculos
(hematotesticular); 4) crean un entorno para la diferenciacion de las células espermaticas;
5) facilitan la liberacién de espermatozoides durante la espermiacion y 6) degradan el
citoplasma residual que se desecha durante la espermiogénesis. Ademas, aportan el apoyo
fisico y los nutrientes necesarios para el desarrollo de las células germinales (Russell,

1980; Ritzen, Hansson y French, 1981; Marquez-Orozco, 1997; Figura 2).
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Figura 2. Esquema que muestra la disposicién del tejido testicular; este estd conformado por tejido intersticial, en el que
se encuentran las células de Leydig, fibroblastos, capilares, vasos sanguineos y linfaticos, macréfagos y células
mesenquimatosas indiferenciadas. Rodeando a los tbulos seminiferos y junto a la Iamina basal, se encuentran las células
mioides o peritubulares y en el interior del tibulo seminifero, dividido en compartimiento basal y compartimiento
adluminal, se encuentran las células somaticas de Sertoli y las células germinales, estas Ultimas en constante division
celular. Tomada y modificada de internet:
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Barreira+Hematotesticular&lang=3

2.1.2.2a Proliferacién y Diferenciacion de las células de Sertoli

Durante etapas embrionarias tempranas, uno de los eventos que mas influyen en el

desarrollo de la cresta genital del macho, es el surgimiento de las células de Sertoli; estas



células, se consideran un componente estructural primario para la formacion del epitelio

seminifero del testiculo (Sharpe et al., 2003).

Durante el desarrollo embrionario de la génada, diversos genes estan involucrados, para
controlar la determinacién de la cresta XY, como el gen de la region determinante del sexo
(SRY, por sus siglas en inglés), que inicia una serie de eventos secuenciados que
determinan el desarrollo del testiculo embrionario, ademas, la transcripcion de SRY en las
células pre-Sertoli, regulan la alta expresion de otro gen importante, el SOX9, que secreta

la hormona anti-Milleriana (AMH; Mackay, 2000; Josso et al., 2001).

Después de la activacion del SOX9, las células de Sertoli, contintan proliferando y forman
fuertes contactos alrededor de los agrupamientos de ceélulas germinales, para
posteriormente, comenzar a agregar grupos de células germinales, comenzando con ello, la
formacion de cordones durante etapas fetales. En ese momento, los cordones se encuentran
conformados por epitelio seminifero, separado del tejido peritubular que lo rodea por una

membrana basal y el tejido intersticial.

Por su parte, la FSH desencadena la division y proliferacion durante la etapa fetal/posnatal
de células de Sertoli e incrementa la expresion de receptores de androgenos de manera
progresiva, este efecto es regulado a la alta incrementando los efectos de Ts, el cual
conduce a la maduracion funcional de las células de Sertoli y a la pérdida de la expresion

de AMH (Herrera-Alarcén et al., 2007).

En general, las células de Sertoli experimentan cambios importantes durante dos periodos
de vida, en la vida fetal o neonatal y en el periodo peripuberal en todas las especies. Las

funciones de la célula de Sertoli, que se expresan en la vida peripuberal-adulta para regular



la espermatogénesis no se presentan durante la vida fetal, ya que las células de Sertoli
inmaduras se dividen mitéticamente y proliferan, y el nimero total que abarcan en el tibulo

seminifero es determinado antes de la edad adulta (Sharpe et al., 2003).

Posteriormente, el cambio que experimentan estas estructuras, es decir, su maduracion,
desde etapas fetales a adultas, ocurre durante la pubertad, a este proceso se le llama
maduracion funcional o diferenciacion. Durante este periodo, el namero de células de
Sertoli establecido, determina la talla testicular final y el nimero de espermatozoides

producidos en animales sexualmente maduros (Sharpe et al., 2003).

Los factores que determinan el nimero de células de Sertoli son principalmente genéticos y
hormonales, en particular la FSH, las hormonas tiroideas, pero también la hormona del

crecimiento (HG) y varios factores de crecimiento paracrino (IGF-1; Sharpe, 1994, 1999).

Durante la pubertad, las células de Sertoli experimentan un cambio radical en su morfologia
y funcion, ya que pasan, desde un estado proliferativo inmaduro, a un estado no
proliferativo maduro pero en el que hay diferenciacion celular. Los nucleos se alargan,
llegando a ser tripartitas y los nucléolos llegan a ser mas prominentes. Las células de Sertoli
adyascentes comienzan a formar uniones estrechas para crear un compartimiento adluminal
unico en el cual las etapas mei6ticas y post-meioticas de la espermatogénesis se llevan a
cabo; en esta etapa comienza a formarse un lumen lleno de fluido y como resultado de esto,
comienzan a surgir y desarrollarse las células germinales en el compartimiento adluminal,
ademas, tienen acceso directo a muchos nutrientes, ya que llegan a ser dependientes de la
secrecion de cada factor que secreta la célula de Sertoli (Sharpe et al., 2003). Durante las

etapas peripuberales, la FSH, permite la maduracion final de las celulas de Sertoli, ademas



de incrementar la secrecion de proteinas como la proteina que se une a andrégenos (ABP,

por sus siglas en inglés; Gonzales et al., 1988).

La expresion de densas poblaciones de receptores de androgenos se presenta durante etapas
peripuberales, ya que las concentraciones elevadas de FSH y testosterona, coinciden con la
expresion de receptores de andrdgenos en las células de Sertoli, que permiten su

maduracion final (Sharpe et al., 2003).

Ademas las hormonas tiroideas, desempefian una funcion importante para la diferenciacion
de las células de Sertoli, ya que durante la etapa fetal y posnatal, existe un incremento en
las concentraciones de Tz (Jannini et al., 1995). Durante la etapa peripuberal, la Ts,
interactta con andrdgenos, tal vez con FSH, para la maduracion final de las células de
Sertoli, ejemplo de ello, son algunos experimentos in vitro, utilizando ratas, en las que se
demuestra que la FSH y Tz inducen la expresion del receptor de andrdgenos en células de
Sertoli inmaduras (Arambepola et al., 1998a) y reprimen la expresion de AMH
(Arambepola et al., 1998b), por tanto, la FSH y la Ts tienen efectos aditivos, de hecho, se
ha demostrado, en humanos y primates, que la ausencia o bajas poblaciones de Tz en la

celula de Sertoli, previene la induccidn de receptores de andrégenos (Jannini et al., 2000).

2.1.2.3 La barrera hematotesticular

Un importante mecanismo en el testiculo, es la regulacion de las sustancias que entran al
interior de los tubulos seminiferos, este evento se da a través de la barrera hematotesticular,
que, como se habia mencionado, se forma por las uniones estrechas entre células de Sertoli.
La barrera hematotesticular, es necesaria para prevenir que el sistema inmunoldgico

destruya las ceélulas espermaticas que se encuentran en el proceso de maduracion, ya que
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son antigénicamente diferentes del resto del organismo. Esta barrera consta de una lamina
entrecruzada compuesta principalmente por los citoplasmas de las células de Sertoli, los
cuales se adhieren entre si por uniones estrechas, en tanto que al exterior de la barrera hay
espermatogonias y espermatocitos que apenas inician la meiosis I, también controla el
ambiente intratubular (Tahka, 1989; Sylvester y Griswold, 1993).

Ademas, la barrera hematotesticular, divide al tubulo seminifero en dos compartimientos: el
basal y el adluminal. Esto sucede durante la etapa de preleptoteno, en la meiosis I, los
espermatocitos, pasan a través de la barrera hematotesticular y se mueven desde la

membrana basal al compartimiento adluminal (Setchell, 1978; Waites y Gladwell, 1982).

2.1.2.4 Las células germinales y las células mioides peritubulares

La poblacién de células germinales, estd organizada en estratos o niveles; en el estrato
basal, se encuentran las espermatogonias, y en el adluminal, se encuentran espermatocitos |
y Il, y espermétidas en diferenciacion; es precisamente por esta disposicion, que se
caracterizan por experimentar una diferenciacion progresiva desde la regién basal del
tubulo hacia el lumen o luz, en la que su ploidia se modifica, ya que de ser células
diploides, se convierten a haploides, por los diferentes procesos de division celular que
experimentan, por ello, las células germinales haploides dan lugar a los espermatozoides,
que se desprenden del tabulo seminifero para quedar libres en el lumen y desplazarse hacia
el epididimo.

Por otra parte, las células mioides, que se encuentran en la periferia del tabulo seminifero,
debido a las contracciones que presentan, pueden modificar el diametro de éste y ayudar al
desplazamiento de los espermatozoides a lo largo de él. Estas células presentan uniones

entre células vecinas que retardan, pero no evitan por completo, el paso de macromoléculas
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del espacio intersticial al epitelio seminifero, ademas presentan receptores androgénicos

(Lesson et al., 1990; Figura 2).

2.1.2.5 El tejido intersticial y las células de Leydig

El espacio o tejido intersticial, se encuentra situado entre los tubulos seminiferos y esta
formado por algunas fibras de colageno, vasos sanguineos y linfaticos, nervios, las células
de Leydig o intersticiales, fibroblastos, macréfagos, y algunas células mesenquimatosas
indiferenciadas. Se caracteriza por tener una gran vascularizacion y durante la irrigacion del
tejido intersticial, los vasos sanguineos y linfaticos y los nervios entran y salen por el
mediastino, formando redes alrededor de los tlbulos, esto es importante para las células de
Leydig, que son ceélulas poliédricas grandes cuyo nucleo contiene granulos gruesos de
cromatina y un nucléolo bien marcado, estas células son muy importantes, ya que son las
responsables de la produccidn de andrdgenos, principalmente testosterona.

Aunque existe regulacion hormonal local de andrdgenos dentro de los testiculos, la mayor
parte de estas hormonas se vierten a la circulacion general, a través de los vasos
sanguineos; es por ello que los andrdgenos son promotores del crecimiento, produciendo la
conformacién caracteristica del cuerpo del macho, estimulan sus caracteristicas sexuales
secundarias, regulan el sistema nervioso central y la espermatogénesis (Duran-Ramirez et

al., 2008; Figura 2).

2.1.2.6 El espermatozoide y el semen

2.1.2.6.1a El espermatozoide

El espermatozoide es una célula altamente especializada que estd formada por dos partes
principales: cabeza y cola o flagelo. La parte anterior de la cabeza esta envuelta por el

acrosoma, que porta las enzimas necesarias para el proceso de fertilizacion.
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La cola o flagelo del espermatozoide es la region locomotora de la célula y aporta la fuerza
movil necesaria para que se traslade hasta la superficie del ovocito, este estd compuesto por
cuatro segmentos: la pieza de conexion (cuello), la pieza media, la pieza principal y la pieza
final y las estructuras que lo integran son los paquetes mitocondriales, y los paquetes
fibrosos. Debido a esto, su movimiento es responsable de la propulsién en el medio fluido,

ya que el flagelo, genera remolinos que van desde la pieza principal, hasta la pieza final

(Figura 3).
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Figu ra 3. Esquema de las principales regidnes y estructuras que presenta el espermatozoide, este esta formado por
cabeza y cola o flagelo. La parte anterior de la cabeza estd envuelta por el acrosoma, la cola o flagelo del espermatozoide
constituyen la regién locomotora de la célula y aporta la fuerza mévil necesaria para que se traslade hasta la superficie del
ovocito, este estd compuesto por cuatro segmentos: la pieza de conexion (cuello), la pieza media, la pieza principal y la
pieza final y las estructuras que lo integran son los paquetes mitocondriales, las fibras densas externas y los paquetes
fibrosos Debido a esto, su movimiento es responsable de la propulsion en el medio fluido, ya que el flagelo, genera
remolinos que van desde la pieza principal, hasta la pieza final (Duran-Ramirez et al., 2008).
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El largo total del espermatozoide del carnero es de unas 60 micras (60um). La cabeza mide
de 8 a 10 um de largo, 4 um de ancho y 1 um de grueso. Es relativamente pequefia,
comparada con el ovocito cuyo didmetro es de 160 a 180 pm. El ovocito tiene un volumen

dieciséis mil veces mayor al del espermatozoide (Duran-Ramirez et al., 2008).

2.1.2.7 El plasma seminal

El plasma seminal, es una mezcla de liquidos secretados por la prostata, epididimo,
conductos deferentes y otras glandulas accesorias; esta constituido por espermatozoides
suspendidos en un medio fluido y tiene como funcion principal, regular la funcion quimica
del eyaculado. Su pH puede variar de acuerdo a la especie, (6.8 a 7), pero se caracteriza por
ser ligeramente acido en toros y carneros, en estos Ultimos, su consistencia es opaca y de
color blanco o cremoso debido a su alta concentracion de espermatozoides.

El principal componente del plasma seminal es el agua (75 %), aunque también aparecen
sustancias organicas e inorganicas que sirven de protectores y nutrientes, ademas de ser un
liquido de tipo isoténico y neutro (Duran-Ramirez et al., 2008).

La composicién quimica de las secreciones de las glandulas sexuales accesorias varia entre
especies, entre machos de la misma especie y entre eyaculados del mismo macho, estas
variaciones se deben principalmente a factores ambientales como la nutricién, el manejo,
los métodos de obtencion, la accion de las enzimas presentes en el plasma seminal y la
actividad metabdlica de los espermatozoides suspendidos en el plasma seminal (Kilian et

al., 1993; Aurich et al., 1996).

En general, el plasma seminal, tiene tres funciones principales: primero, actia como

vehiculo para los espermatozoides, transportandolos desde el sistema reproductor del
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macho, durante la eyaculacion; segundo, sirve de activador para los espermatozoides, y
tercero, proporciona un medio rico en nutrientes, que ayuda a mantener su supervivencia
después de ser depositados en el aparato genital de la hembra (Duran-Ramirez et al.,
2008).

2.1.2.7a Proteinas del plasma seminal

Las proteinas que contiene el plasma seminal, son producto principalmente de la secrecion
de las vesiculas seminales y del epididimo (Chandonnet et al., 1990) y su funcién durante
la maduracion del espermatozoide y la eyaculacién es muy importante ya que mantienen y
regulan diversos procesos, como la estabilidad del plasma seminal (Desnoyers y
Manjunath, 1992), la movilidad (Henricks et al., 1998; Sanchez-Luengo et al., 2004), la
capacitacion (Therien et al., 1998), la interaccion espermatozoide-ovocito, para la
fertilizacion (Yanagimachi, 1994), influyen en el proceso de fusién del espermatozoide
con el ovocito (El-Hajj Gahoui et al., 2007), promueven la fagocitosis de los cuerpos
residuales durante la espermiacion y regulan el transporte del espermatozoide a través del
epididimo (Dacheux et al., 2003); es tanta su importancia, que existe una relacion entre el
plasma seminal y el contenido de proteina total; sin embargo, la cantidad de proteinas, varia
entre especies y por efecto de algunos factores ambientales, como la estacionalidad
reproductiva, la temperatura, la nutricion y el estrés (Pérez-Pé et al., 2001).

2.2 ESPERMATOGENESIS

La gametogénesis se divide en cuatro fases: 1) el origen de las células germinales y su
migracion a las gonadas; 2) la multiplicacion de las células germinales a través del proceso
de mitosis; 3) la reduccion del nimero de cromosomas a través de la meiosis y 4) las etapas
finales de maduracion y diferenciacion de los gametos en espermatozoides con capacidad

fecundante.
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En el macho, la transformacion de las células germinales primordiales mitoticamente
activas a espermatozoides maduros, recibe el nombre de espermatogenesis, proceso que
implica una extensa serie de transformaciones estructurales de las células. En este evento,
son aproximadamente 10 diferentes tipos de células las que se producen y participan de

diferente manera en los tabulos seminiferos (Marquez-Orozco, 1997).

2.2.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis, integra diversos eventos, como la espermatocitogénesis, la meiosis |
y Il'y la espermiogeénesis.

Las primeras etapas de la espermatogénesis se llevan a cabo en la periferia del tabulo (el
compartimiento basal), y las etapas posteriores se realizan cerca de la luz (compartimiento
adluminal; de Krester et al., 1998; Figura 4).

Para que se inicie la espermatogénesis, las células de Sertoli deben producir un polipéptido
mitogénico, el cual desencadena la multiplicacion de los diferentes tipos de
espermatogonias, también existe una gran cantidad de factores de crecimiento que estan
involucrados en los mecanismos de control local que influencian la replicacion de las

células madre por mitosis y las dos divisiones meidticas (de Krester et al., 1998).

A grandes rasgos, el proceso de espermatogénesis, puede dividirse en tres etapas (de

Krester y Kerr, 1994):

1) La multiplicacion de espermatogonias por el proceso de mitosis.
2) La meiosis, que reduce el numero de cromosomas de una célula diploide a una
haploide; esto comienza con la entrada de espermatogonias tipo B en la profase de la

primera division meiotica, a las que se les llama espermatocitos primarios, que se dividen
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para formar espermatocitos secundarios en la segunda division mei6tica, dando lugar a las

espermatidas redondas.

3) Este evento culmina con la transformacién que experimenta la espermatida redonda

en el espermatozoide, a traves del proceso conocido como espermiogénesis.

e
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Figura 4. Esquema que muestra el proceso de Espermatogénesis (Espermatocitogénesis, Meiosis 1 y Il y
Espermiogénesis) que se llevan a cabo en los tibulos seminiferos del testiculo, durante todo este evento, las células estan
interconectadas por puentes citoplasmaticos, en donde la célula de Sertoli sostiene a las células germinales en
proliferacion. Existen 6 tipos de espermatogonias Al-A4, Intermedias y B, por tanto hay 6 divisiénes mitéticas,
posteriormente en la espermatocitogénesis, las células cambian su ploidia, se convierten de células diploides (2n) a
haploides (n), en la espermiogénesis, la espermétida redonda, experimenta una serie de transformaciones morfolégicas,
esta estructura se elonga para convertirse en espermatozoide, posteriormente, se desprende de la célula de Sertoli a través
del proceso de espermiacion para iniciar su viaje al epididimo en donde adquiere madurez y movilidad. Esquema tomado

de Internet: www.histologia.uchile.cl
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Por otro lado, la regulacion y comunicacion hormonal de la espermatogénesis ocurre de dos

maneras (de Krester y Kerr, 1994; de Krester et al., 1998).

1) De tipo enddcrino, que involucra la regulacion hormonal del SNC y la gonada.
2) De tipo paracrino/Autécrino, que involucra la comunicacion celular y la regulacion

hormonal entre las células testiculares que integran la génada.

2.2.2 Espermatocitogénesis

En la espermatocitogénesis, existen diversos tipos de espermatogonias que se dividen a
traves del proceso de mitosis, el tipo A representa la poblacién de células madre, que a su
vez, se dividen en un grupo de células no ciclicas (Ad) que son células de reserva a largo
plazo, algunas de estas se transforman en células mitéticamente activas (Ap). Las tipo Al
forman primero dos espermatogonias A2 o espermatogonias claras, estas células, por
mitosis dan origen sucesivamente a las espermatogonias A3, a las A4, las | o Intermedias.
Las tipo I, al dividirse forman las espermatogonias tipo B, que son las Ultimas que se
multiplican por mitosis, y son las precursoras de los espermatocitos primarios, por lo tanto,

se experimentan 6 divisiones mitdticas (Figura 4).

Tan pronto comienzan las divisiones mitoticas de las espermatogonias tipo A, las células
hijas se conectan entre si mediante puentes intercelulares de citoplasma, también llamados
sincitios, que son resultado de una citocinesis (division celular) incompleta; estas
estructuras, facilitan la comunicacion y divisién sincrénica, hasta que son espermatidas

(Figura 4; Hyttel, 2010).
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2.2.3 Meiosis 1y Il

La Gltima divisién mit6tica de espermatogonias tipo B, tiene como resultado la formacion
de espermatocitos primarios, dando lugar a la Meiosis I. Esta transformacion celular se
caracteriza por tener una profase muy prolongada; ademas, los espermatocitos se van
relocalizando a través de la barrera hematotesticular y se van dirigiendo al compartimento
adluminal de los tubulos seminiferos, este mecanismo es similar al de un cierre en el que
las células estan ligadas por medio de las uniones estrechas de las células de Sertoli. La
culminacion de la meiosis |, tiene como resultado, la formacion de dos grupos de
espermatocitos secundarios, estructuras que ya son células haploides, en donde cada uno de
los cuales se divide a través del proceso de meiosis Il, para dar lugar a la formacion de 4
espermatidas haploides. A través de esta serie de divisiones, desde la segunda generacion
de espermatogonias tipo A a las espermatidas, la citocinesis esta incompleta, porque deja a
todas las células aln conectadas por los sincitios (Figura 4) y asi se quedan hasta el
proceso de espermiacion, cuando se libera la espermétida tardia del citoplasma de la célula
de Sertoli (Marquez- Orozco, 1997; Hyttel, 2010).

2.2.4 Espermiogenesis

Después de la Meiosis Il, quedan 4 espermatidas redondas, estructuras haploides que
experimentan espermiogénesis. Este proceso es caracterizado por cambios estructurales de
la espermatida redonda, que ocurre al finalizar la segunda division meiotica, para

convertirse en espermatozoides.

19



La espermiogénesis presenta 4 etapas (Olivera et al., 2006):

1) La fase de golgi: Durante este periodo, el aparato de Golgi se acerca al nucleo y
desprende vesiculas que se unen para convertirse en la vesicula acrosomal que se
localiza en la parte apical del nicleo. Los centriolos migran hacia lo que serd la base
del nucleo vy, a partir del centriolo distal crece el axonema conformado por dos
microtubulos centrales y 9 pares de microtubulos periféricos.

2) La fase cap o de capuchodn: Esta fase se caracteriza porque los granulos acrosomales se
aplanan y cubren una amplia porcién, formando un capuchdn en el nicleo. La cromatina
se condensa a histonas que se intercambian con protaminas y los granulos acrosomales
que forman el capuchén acrosomico.

3) Fase acrosomal: La espermaétida gira de tal forma que el acrosoma queda en direccion
de la membrana basal; el citoplasma se desplaza hacia la base de la cabeza y se localiza
por debajo de la union nucleo-axonema; las mitocondrias se agrupan alrededor de este
altimo en su parte cercana al nicleo, formando la pieza media, En esta fase, el
espermatozoide adquiere su morfologia definitiva.

4) Fase de maduracion: La morfologia de la cabeza del espermatozoide (falciforme, como
en los roedores o espatulada, como en ungulados) y la cola o flagelo se desarrollan. La
cabeza ya esta cubierta en sus dos terceras partes por el acrosoma; y la cola o flagelo
compuesta por las piezas media, principal y terminal; en la pieza media se encuentran las
mitocondrias en forma de hélice. En esta fase se elimina gran parte del citoplasma por
desplazamiento del mismo hacia la pieza terminal de la cola originando la llamada gota

citoplasmatica.
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Las espermétidas tardias, son liberadas desde las células de Sertoli al lumen del tubulo
seminifero, a través del proceso de espermiacion. Una gran parte del citoplasma, que
incluye muchos organelos que forman parte de los cuerpos residuales de las espermatidas
tardias, son fagocitados por estas células. Posteriormente, mediante movimientos
peristalticos, son transportadas desde la rete testis a los conductos eferentes y de alli se
almacenan en la cola del epididimo, en donde adquieren madurez, movilidad y capacidad

fecundante.

23 LA COMUN[CACION DE LAS CELULAS TESTICULARES Y LA
REGULACION DEL AMBIENTE INTRATUBULAR

La comunicacion celular, es esencial para que se lleve a cabo la espermatogénesis, asi como
para la regulacién local de andrégenos en la microcirculacion testicular.

La funcion que desempefian las hormonas, diversos factores de crecimiento y péptidos
activos en la regulacién de los diversos tipos celulares que participan en la
espermatogénesis, ejercen su funcién a través del ciclo espermatogénico o del epitelio
seminifero, que se define como las diferentes etapas en tiempo y espacio, que experimenta
el tejido testicular (O"Shaughnessy, 2014), por tanto, la coordinacion de las células que
participan en él, presenta relaciones espacio-temporales, de tal forma que todos los
procesos de sefializacion quimica y de regulacién hormonal, a través del torrente sanguineo
y de los sistemas que regulan el testiculo de manera local estan definidos por la

comunicacion paracrina entre las células (Tahka, 1986; Figura 5).

La comunicacion y regulacion de las células que integran el testiculo presenta algunas

caracteristicas importantes (Sharpe, 1986):
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1) La regulacion de la entrada de sustancias al epitelio seminifero, a través de las
celulas mioides peritubulares, asi como en las unidnes estrechas entre las celulas de
Sertoli, por medio del fluido intersticial, que es un medio de transporte importante en el
tejido testicular. Esos mecanismos permiten la creacion de un microambiente Gptimo,
tanto en el tejido intersticial, como en los tubulos seminiferos.

2) La regulacion que ejerce la célula de Sertoli en las células germinales, que involucra la
multiplicacion de estas ultimas, su diferenciacion y su translocacion desde el
compartimiento basal al adluminal en los tabulos seminiferos, asi como la liberacién de
la espermatida madura durante el proceso de espermiacion

3) La interaccion que existe entre los tubulos seminiferos y las células de Leydig, para la
regulacion hormonal estd en funcion de los requerimientos de las células germinales

(Sharpe, 1986).

Durante estas interacciones, las hormonas, nutrientes y factores de crecimiento, son
esenciales para la funcién normal de la espermatogénesis; sin embargo, hay otros factores
qgue influencian la comunicacion intercelular, como la tasa del flujo sanguineo, la
permeabilidad de los capilares testiculares y la eficiencia de la barrera hematotesticular

(Sharpe, 1986).
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Figura 5. El ciclo del epitelio seminifero en la rata, estd conformado por 14 etapas, en donde intervienen diferentes
factores, hormonas, asi como las células de Sertoli, Leydig y mioides-peritubulares, que actian de manera diferente en
cada etapa para regular e inducir a las células germinales a que comience el proceso de espermatogénesis (Tomado y
modificado de Tahka, 1989).

2.3.1 La importancia de las células de sertoli en la comunicacion intercelular

El volumen, didmetro y otros aspectos de la célula de Sertoli, cambian de acuerdo a la fase
del ciclo espermatogénico (Figura 5), esto se ha demostrado porque se han observado
cambios ciclicos en la organizacion de su citoesqueleto, en la poblacién de receptores de
FSH y andrégenos, en la actividad de algunas enzimas tubulares y en la secrecién de la
hormona antimilleriana. (Parvinen, 1982; Mali et al., 1985; Parvinen et al., 1986; Mali
et al., 1987; Nikula et al., 1987), ademas de esto, y en el transcurso de las diferentes etapas
del ciclo del epitelio seminifero, las células de Sertoli producen ciertas proteinas que tienen
gran importancia para el desarrollo y proliferacion de las células germinales, como la ABP,
la transferrina y la ceruloplasmina (Parvinen, 1982). La ABP, ejerce una funcion de
reservorio y transportador de testosterona, actuando, principalmente, en el tubulo
seminifero y epididimo (Waites y Gladwell, 1982) y la transferrina, la principal
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glicoproteina secretada por las células de Sertoli transporta hierro que esta presente en el
plasma, en los tdbulos seminiferos y ademas es necesaria para nutrir a las células
germinales (Skinner y Griswold, 1980).

2.3.2 La comunicacién celular en el intersticio

El tejido intersticial del testiculo posee un sistema vascular que transporta nutrientes,
oxigeno y hormonas, estos son elementos con una alta demanda cuando se lleva a cabo la
espermatogénesis (Tahka, 1989). Este sistema de transporte esta regulado por el fluido
intersticial, ademas de las interacciones paracrinas en las que estan involucradas las células
de Leydig y las mioides peritubulares para secretar diversas hormonas como estrogenos,
andrdgenos, prostaglandinas, angiotensina y oxitocina, las cuales tienen diversas funciones
que se llevan a cabo en los tubulos seminiferos, por ello, cualquier anomalia con la funcién
enddcrina de los tubulos seminiferos provoca cambios estructurales primeramente en las
células de Leydig y Sertoli y después en las células germinales (Aoiki y Fawcett, 1978;
Huhtaniemi et al., 1984; Takha y Rajaniemi, 1985; Kerr y Donachie, 1986).

Por otra parte, las células mioides peritubulares y las células de Sertoli, poseen receptores
de andr6genos que se secretan como respuesta a la sintesis de testosterona, estos son
factores paracrinos no mitogénicos, como el Factor Peritubular que regula a las células de
Sertoli tipo Ay B (P-Mod-S Ay B, por sus siglas en ingles) que estimulan la produccién de
transferrina, ABP e induce la sintesis de algunas proteinas en las células de Sertoli que
sirven para nutrir y cubrir los requerimientos de las células germinales (Skinner y Fritz,

1986; Verhoeven et al., 2000).
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2.4 REGULACION HORMONAL DE LA ESPERMATOGENESIS

Los compartimientos intersticiales de los tdbulos seminiferos estdn bajo el control de
diferentes hormonas como la LH, FSH y testosterona, que tienen receptores en algunos
tipos celulares del testiculo como las células de Sertoli, Leydig y mioides-peritubulares; la
funcién principal de estas hormonas incluye la regulacion, iniciacion y mantenimiento de la
espermatogénesis, formacion del fenotipo del macho durante la diferenciacion sexual, y
estimula la madurez sexual durante la pubertad (Figura 6; Tahka, 1989).

Para que estas hormonas ejerzan su efecto, se necesita de la participacion de diversos
nacleos cerebrales y otras estructuras que se encuentran en el SNC, como el hipotalamo,
que integra y regula la funcion de neurotransmisores, a través de conexiones sinapticas
entre las diferentes neuronas productoras de GnRH (Meites, 1981; Wray et al., 1989;
Veldhuis, 1991). Estas neuronas, proyectan sus axones hacia la eminencia media y ahi
liberan su contenido, el cual viaja a través del sistema sanguineo porta hipotaldmico-
hipofisiario (Silverman et al., 1994), ademas, la secrecién pulsatil de la GnRH, es regulada
por multiples neurotransmisores que estimulan o inhiben su secrecion, como por ejemplo,
los aminoécidos glutamato y aspartato, que funcionan como neurotransmisores, asi como la
noradrenalina, dopamina, acetilcolina, la serotonina, GABA y las 3-endorfinas, entre otros

(Figura 6; Marshall, 1989).
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Testiculo

Espermatogénesis

Figura 6. Esquema que muestra el eje de regulacion neuroenddcrina del macho. Las neuronas productoras de GnRH que
se encuentran en diversos nucleos cerebrales hipotalamicos y adyascentes al hipotalamo secretan esta hormona, que a su
vez, estimula la liberacion de la FSH y LH, gonadotropinas procedentes de la adenohipdfisis. La FSH viaja a través del
torrente sanguineo y hace blanco en la célula de Sertoli para estimular, de manera paracrina, a las células germinales a que
inicien el proceso de espermatogénesis y la LH viaja también a través del torrente sanguineo y hace blanco en la célula de
Leydig para producir testosterona que también es indispensable para que se lleve a cabo este evento. Las células que
poseen receptores de testosterona y que intervienen en la espermatogénesis son las células de Sertoli y las mioides-
peritubulares (Modificado de Holdcraft et al., 2004).

Posteriormente, la GnRH actta en los gonadotropos de la adenohipdfisis para estimular la
secrecion de LH y FSH. El paso inicial involucra la unién de GnRH al receptor membranal
de los gonadotropos. La union del receptor parece ser dependiente de AMP ciclico (AMPc)
e instantaneamente requiere calcio y la activacion de la proteina kinasa C. Después de los
procesos de transcripcion del gen especifico de las gonadotropinas, la transduccion del
ARN mensajero (ARNm), sintesis de proteinas y la glicosilacion post-traduccion de los

polipéptidos gonadotropicos, y el empaquetamiento intracelular de las hormonas
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gonadotrdpicas en vesiculas exocitéticas, son transportadas hacia la membrana plasmatica y
descargadas en el torrente sanguineo para ser transportadas al érgano blanco, en este caso,
el testiculo (Figura 6; Knobil et al., 1980).

2.4.1 Mecanismo de accion de las gonadotropinas

Las gonadotropinas ejercen su efecto en los testiculos mediante la union a receptores
especificos, localizados en la membrana celular. Es por ello que los tabulos seminiferos,
son sitios de accion de la FSH (Menas y Vaitukaitis, 1972). Los eventos bioquimicos
iniciales después de la union de la FSH a su receptor son similares a los de la LH. En las
células de Sertoli, la elevacion en los niveles de AMPc después de que la FSH se une a su
receptor membranal activa la proteina kinasa C (PKC) y estimula la sintesis de proteinas,
incluyendo la sintesis de la ABP y la sintesis de la enzima aromatasa que convierte la
testosterona a estradiol (Dorrington et al., 1975), es por ello que se considera que la FSH
desempefia una funcién importante en la esteroidogénesis induciendo la maduracion de las
células de Leydig que se encuentran en desarrollo e incrementa el nimero de receptores de

LH (Kerry Sharpe, 1985; Figura 7).
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Figura 7. Las gonadotropinas procedentes de la adenohipdfisis ejerciendo su efecto en la célula de Sertoli y Leydig
testiculares, mediante su union a receptores especificos localizados en la membrana celular. El tibulo seminifero es el
sitio primario de accion de la FSH en las células de Sertoli, la elevacion en los niveles de AMPc después de que la FSH se
une a su receptor membranal activa la proteina kinasa y estimula la sintesis de proteinas, incluyendo la sintesis de la
proteina que se une a andrdgenos. Se considera ademas, que la FSH desempefia una funcién importante en la
esteroidogénesis induciendo la maduracién de las células de Leydig en desarrollo e incrementando en ellas el nimero de
receptores de LH (Imagen Modificada de Hadley, 1996).

En el caso de la LH, esta interactda con receptores membranales en las células de Leydig;
la union al receptor estimula a la adenilato ciclasa que cataliza la formacion del AMPc. La
liberacion del AMPc dentro del citoplasma en la célula de Sertoli, es seguida por la union
de AMPc a la PKC, una disociaciéon de la subunidad reguladora y una activacion de la
subunidad catalitica de la enzima. La activacion de la PKC en las células de Leydig, tiene
como resultado, la conversion de colesterol a pregnenolona, esta conversion, incrementa la

sintesis de testosterona (Podesta et al., 1978; Figura 8).
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2.4.2 La accion hormonal en el testiculo

La funcion de las celulas de Leydig, es principalmente, secretar andrégenos y el principal
esteroide que secreta es la testosterona; sin embargo, la androstendiona también es
secretada por el testiculo, aunque en ovinos, muestra un grado menor de androgenicidad.
Ademas, es en la célula de Leydig de donde derivan todos los andrégenos que ejercen su
accion en las diferentes estructuras en el testiculo, a partir de la molécula precursora, el
colesterol. Esta célula, capta el colesterol desde lipoproteinas plasmaticas, y lo utiliza como

sustrato para la sintesis de esteroides (Figura 8).

Las lipoproteinas que transportan colesterol son las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
para las cuales, existen receptores especificos de membrana. Estos receptores median la
endocitosis de las LDL, que en el interior de las células se fusionan con los lisosomas, que
degradan las proteinas y desesterifican el colesterol. El colesterol libre es reesterificado y
acumulado en gotitas lipidicas en el citoplasma celular. Posteriormente, el colesterol sera de
nuevo desesterificado y rescatado de la gotita lipidica en el primer paso de la sintesis de las
hormonas esteroides, una proteina trasportadora traslada el colesterol a través del

citoesqueleto a la mitocondria, donde comienza la sintesis de esteroides.

Las sefiales para iniciar la sintesis de esteroides proceden de la LH, en contacto con sus
receptores especificos de la membrana, que activan la sintesis intracelular de AMP-ciclico,

uno de los mediadores necesarios de la sintesis de esteroides.

El primer paso de este evento, comienza en la membrana interna de las mitocondrias, donde
iniciaran un proceso de reduccion del nimero de carbonos de 27 hasta 21 en el caso de la

progesterona, 19 en el caso de los androgenos y 18 en el caso de los estrogenos. La
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reduccion del nimero de carbonos se produce por oxidaciones catalizadas por enzimas de
la familia de los citocromos P450, Esta enzima, corta la cadena lateral de 6 carbonos del
colesterol, produciendo acido isocaproico y pregnenolona. La pregnenolona, es precursor

de todas las hormonas esteroides (Hall, 1994; Figura 8).

CELULA DE LEVDIG

Colesterol
Plasmatico

Figura 8. Esquema que muestra a una célula de Leydig hipotética, en donde se describe como los andrégenos se originan
y se secretan a partir de esta estructura en el testiculo. El colesterol, precursor de las hormonas esteroides, puede ser
sintetizado de novo a partir la acetil coenzima A o puede ser derivado de las reservas plasmaticas, donde esta unido a una
lipoproteina de baja densidad. Se sintetiza dentro de las células de Leydig, que es la fuente mas importante para el sustrato
de testosterona. La maquinaria enzimatica que utiliza la célula para la sintesis de la testosterona, esta compartimentalizada
en los diferentes organelos subcelulares. Las enzimas requeridas para la transformacion del colesterol a la pregnenolona,
se localizan en el interior de la mitocondria, mientras que aquellas asociadas a la transformacién de la pregnenolona a
testosterona se encuentran en el reticulo endopladsmico o fraccién microsomal y de ahi, salen hacia el torrente sanguineo
(Griffin y Wilson, 1992).
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2.4.3 Transporte de testosterona en plasma

La testosterona circulante en el plasma se une a una proteina plasmatica. La principal
molécula se llama globulina que une testosterona, también llamada globulina que enlaza
hormonas sexuales (SHGB; Wilson et al., 1992).

En el interior de la célula de Leydig, la testosterona puede convertirse en
dihidrotestosterona por la Sa-reductasa, ya que las dos hormonas se unen al receptor de
androgenos con la misma afinidad, de esta forma, el complejo hormona-receptor (H-R)
regula la secrecién de gonadotropinas y la diferenciacion sexual masculina, sin embargo, el
complejo dihidrotestosterona-receptor es responsable de la masculinizacion externa durante
la embriogénesis y el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias del macho
(Wilson et al., 1992). Por tanto, los efectos de los andrdgenos en el epitelio seminifero, son
regulados por el receptor de andrégenos, que es una proteina que se localiza en el nucleo o
citoplasma de la célula (Lyon et al., 1975; Johnston et al., 2001; Tsai et al., 2006; Wang
et al., 2009). La testosterona pasa a las células de Sertoli a través de los receptores de
androgenos que se encuentran en el citoplasma y el nucleo, e inicia la respuesta funcional
requerida para apoyar la espermatogénesis, ademas, interactia con los receptores de
androgenos expresados en las células de Leydig, peritubulares, capilares y células
vasculares endoteliales (Smith et al., 2014; Figura 8).

En el macho adulto, los niveles de testosterona se mantienen relativamente constantes,
ademas, se ha comprobado que altos niveles de receptores de androgenos en las células
mioides-peritubulares, sugieren que la testosterona es activada también en esas células (Rey

et al., 2009).
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2.5 EVALUACION SEMINAL

El objetivo de una evaluacion seminal, es determinar la fertilidad del semen (Bearden y
Fuquay, 1997), existen muchos aspectos a evaluar que son tanto cualitativos como
cuantitativos, razon por la cual, en una prueba de campo, se debe incluir el anlisis de todas
las caracteristicas seminales (Anel et al., 2006).

Algo importante a considerar, es que el semen de carnero es muy sensible a los cambios
ambientales, ya que cuando se extrae de manera artificial, a pesar de que puede ser de
excelente calidad, con un mal manejo, puede deteriorarse con facilidad.

Los factores que pueden afectar la supervivencia de los espermatozoides son la
temperatura, la luz, contacto con metal y agua, impurezas, el uso de desinfectantes, y la

exposicion prolongada al aire (Duran Ramirez et al., 2008).

2.5.1 Obtencion de semen por vagina artificial

La vagina artificial, es una imitacién de la vagina de la hembra y proporciona el estimulo
térmico (temperatura) y mecanico (presién) para mantener la ereccion del pene, ademas
sirve para producir la eyaculacion. La temperatura de la vagina artificial, inmediatamente
antes de colectar el semen, debe ser de 42 a 45° C y los tubos colectores se deben calentar

de 30 a 37° C, antes del muestreo (Duran Ramirez et al., 2008).

2.5.2 Caracteristicas cualitativas para una evaluacion en campo

Después de colectado el semen y antes de usarlo, se deben determinar las caracteristicas
cuantitativas y cualitativas del eyaculado para que no se afecte la viabilidad de los
espermatozoides.

Las caracteristicas cualitativas incluyen movilidad masal, volumen y color del semen

(aspecto) son las primeras que se evaluan, esto se debe hacer lo méas pronto posible después
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de su obtencion en el mismo tubo colector e inmediatamente después de obtenida la
muestra.

El semen de carnero normalmente tiene un aspecto y un color blanco lechoso o cremoso
palido, aunque puede variar de unos eyaculados a otros, y llegar a tener un aspecto acuoso,
esto depende de la relacion entre la concentracion de espermatozoides y la del plasma
seminal, es por ello que las muestras de semen de alta consistencia presentan mas
espermatozoides y suelen tener una consistencia lechosa y las que tienen menor

consistencia son mas acuosas (Duran Ramirez et al., 2008).

Cuando la obtencion de la muestra se hace con vagina artificial, el promedio de volumen,
para el carnero es de aproximadamente 1.0 mL, esto depende de la edad, condicion fisica
del macho, la frecuencia de muestreo y la destreza de quien toma la muestra.
Posteriormente, la movilidad masal se valora mediante la caracteristica oleada espermatica
(movimiento del semen) en una muestra.

El semen de carnero presenta una oleada de movimiento que se valora entre 0 y 5 puntos;
esta forma de evaluacién, como todas las caracteristicas cualitativas, son subjetivas en una
prueba de campo, aungue con la practica se puede hacer una estimacion bastante segura
(Cuadro 1).

Cuando se observa al microscopio con un aumento de 100X, una gota de semen, se
observan las ondas de movimiento, que se deben a los desplazamientos de los
espermatozoides en diferentes direcciones. La presencia y velocidad de estas ondas, se
puede utilizar como criterio de evaluacién en una prueba de campo, ya que la onda de
movimiento, solo se puede observar en las especies que poseen una alta concentracion

espermatica, como es el caso del carnero (Duran Ramirez et al., 2008).
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Cuadro 1.- Se especifica la relaciéon de los valores, clase y descripcion de las caracteristicas para
una prueba de calidad del semen.

VALOR CLASE DESCRIPCION

Movimiento vigoroso, pero las ondas y los

remolinos no son rapidos con los del valor 5.

Alrededor del 70 y 85% de células activas.

No aparecen ondas aunque se observan movimientos
de espermatozoides. Sélo viven entre 20 y 40% de

las células espermaticas y su movilidad es pobre.

Muertos Ningun espermatozoide

presenta movimiento.

Modificado de Duran Ramirez et al. (2008)

Las muestras de semen de buena o muy buena movilidad masal (clasificacion 4 6 5) se
pueden utilizar para inseminacion artificial y las muestras con valoracion de 3 6 menos
pueden provocar una disminucion en la fertilidad, por lo cual se recomienda desecharlo

(Duran Ramirez et al., 2008; Cuadro 1).
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2.5.3 Caracteristicas cuantitativas de una evaluacion de campo

Las caracteristicas cuantitativas incluyen el porcentaje de espermatozoides vivos y el de
espermatozoides anormales (normalidad), la concentracion y la movilidad progresiva

individual.

Cuando se evalua la movilidad progresiva individual se pueden observar los siguientes

tipos de movimientos:

Movimiento progresivo hacia adelante
Movimiento circular o rotatorio

Movimiento oscilatorio sin progreso ni cambio de posicion.

La velocidad y tipo de movimiento de los espermatozoides varia debido a un gran nimero
de factores: método de muestreo del semen, factores ambientales, manejo del semen
después del muestreo, intervalo entre el muestreo y la evaluacion, asi como las variaciones
individuales del propio semental. En el caso de rumiantes, pueden existir variaciones muy
marcadas de las muestras que pueden deberse a la estacionalidad (Duran Ramirez et al.,

2008).

Para contar la proporcion de espermatozoides moviles, se utiliza el aumento del
microscopio a 400x. Se deben visualizar varios campos y valorar la proporcién (porcentaje)

de espermatozoides moviles, esto es, con movimientos hacia adelante.

Para determinar la concentracion, es decir, del niUmero de espermatozoides por unidad de
volumen (normalmente expresado en mL), se utiliza la camara de Neubauer y se calcula

multiplicando el nimero total de espermatozoides de 5 cuadrantes (4 laterales y 1 central).
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Los conteos se realizan por separado, en muestras diluidas de semen, haciendo un promedio
de conteo de cada cuadrante para calcular la concentracion.

En general el semen del carnero de buena calidad contiene entre 3.5 a 6 mil millones (3.5 a
6 x 10 de espermatozoides mL™).

Para determinar la morfologia esperméatica o la proporcion de anormales (%) se puede
realizar en un frotis de semen tefiido, preparados sobre un portaobjetos. Para ello se utiliza
la tincién de eosina-nigrosina y se deben examinar, por lo menos 100 espermatozoides de
diferentes campos, porque entre mas espermatozoides se observen mas aumenta la
seguridad de la prueba.

Las muestras de semen que contengan mas del 15% de espermatozoides anormales no se

deben utilizar en un programa de inseminacion artificial (Duran Ramirez et al., 2008).
2.5.4 La circunferencia escrotal

La talla testicular es considerada una de las mejores caracteristicas para conocer el
rendimiento reproductivo de un semental, este es un criterio de seleccion que depende de la
heredabilidad (Matos et al., 1992). Es importante mencionar, que en el carnero, la talla
testicular varia de acuerdo a la raza, a la edad y a la estacion del afio (Soderquist y Hultén,
2006). Por tanto, las medidas de la talla del saco escrotal, asi como el criterio para la
seleccion temprana en pequefios rumiantes, hace posible evaluar el rendimiento bajo

diferentes estrategias nutricionales (Mukasa-Mugerwa y Ezaz, 1992).

En general, el examen morfoldgico del semen es una prueba de control de calidad, en el que
es importante mencionar que cada eyaculado contiene espermatozoides anormales y que si

la proporcidn de estos es muy alta, entonces se tendra semen de baja fertilidad.
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2.6 EL FOTOPERIODO EN EL MACHO

La mayoria de los pequefios rumiantes (ovinos y caprinos, principalmente) en el mundo,
originalmente habitaban entre los 35° latitud norte (LN) y los 35° latitud sur (LS; Lindsay,
1991), pero al paso del tiempo y con la domesticacion, comenzaron a poblar otras latitudes;
de esta forma y como una respuesta adaptativa a lo largo de un proceso evolutivo
desarrollaron estacionalidad reproductiva, la cual es regida por el fotoperiodo (Sutama y
Edey, 1985; Martin et al., 2002).

Es por esto que los ovinos se caracterizan por tener una actividad reproductiva, que es
considerada estacional (época reproductiva, dias cortos). Este fendmeno esta influenciado
por los cambios a través del afio de las horas luz, ademéas de otros factores, como: la
nutricion, las interacciones socio-sexuales, el nacimiento de corderos y el amamantamiento
(Rosa y Bryant, 2003). Por ello, el fotoperiodo determina la estacionalidad reproductiva

(Goldman, 1999; Figura 9).

Debido a las adaptaciones a las diferentes latitudes, los ovinos han desarrollado estrategias
reproductivas “oportunistas” para hacer frente a esta situacion (Bronson, 1985). Los
sistemas que regulan estos mecanismos reproductivos responden de manera muy marcada
al fotoperiodo; por ejemplo, las razas que habitan a latitudes (N 6 S) mayores a 35° son mas
estacionales que aquellas razas que habitan a latitudes menores (regiones tropicales), en
éstas ltimas, la actividad reproductiva esta mas influenciada por otros factores, como la

nutricion, la temperatura y los estimulos socio-sexuales (Martin et al., 2010).
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Figura 9. El fotoperiodo sincroniza los ritmos enddgenos reproductivos en el individuo, con los mecanismos de
adaptacion a dias cortos (otofio-invierno) y largos (primavera-verano), de esta forma, los animales perciben los cambios
en las épocas a través de los cambios diarios en las horas luz (ritmos circadianos) asi como la duracion, prolongacion o
reduccion de los dias largos (refractariedad; Malpaux, 2006). La estacionalidad regulada por el fotoperiodo se expresa a
través del tiempo y puede regular también, otros eventos fisiologicos como el apareamiento, la gestacion, los nacimientos
y la anovulacion (Goldman, 1999). Se sabe que la época reproductiva en ovinos ocurre en otofio, pero las sefiales que
marcan el reinicio de la actividad reproductiva se detectan en primavera (Schanbacher y Lunstra, 1976; Olster y Foster,
1988).

Por tanto, la respuesta al fotoperiodo es especie-especifica, las especies con gestacion que
dura de 5 a 6 meses como las ovejas, las cabras y los venados, requieren que el
apareamiento tenga lugar en el otofio (dias cortos; Fowler, 1988; EI Omari et al., 1989;
Tsubota et al., 1997), para que los nacimientos ocurran en primavera (dias largos; época de
anestro estacional), esto como una ventaja ambiental y adaptativa, (Lincoln y Short, 1980).
Sin embargo, la influencia del fotoperiodo en la reproduccion puede modificarse, de

manera experimental, manipulando ciertas variables, como la nutricion, los efectos socio-
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sexuales (efecto macho, efecto hembra y efecto hembra-hembra) y las horas luz, ya que
bajo estas condiciones, los animales experimentales pueden carecer de estos estimulos o
podrian no presentarse de manera muy marcada, como por ejemplo, cuando siguen un
régimen de luz constante o artificial (Grubaugh et al., 1982; Jansen y Jackson, 1993;
Woodfill et al., 1994), esto puede inducir cambios a nivel endocrino, por ejemplo, si se
presenta una reduccion de 16 horas luz a 13 horas luz por dia, estimula la secrecion pulsétil
de GNRH/LH y un cambio de 10 horas luz a 13 horas luz, disminuye la frecuencia de pulsos
de GnRH/LH en ovejas, lo que indica, que la informacion del fotoperiodo y las horas luz en
particular, estimulan o inhiben la secrecién pulsatil de las gonadotropinas. Todos estos
eventos enddcrinos estan regulados por la accion de la hormona que secreta la glandula

pineal, la melatonina (Robinson y Karsch, 1984).

En hembras, las manifestaciones externas de estro, ocurre durante la época reproductiva, y
en los machos, se presenta un incremento en la talla testicular, aumento en la secrecion de
testosterona, una mayor produccion espermatica y también presentan una mayor libido

(Gerlach y Aurich, 2000).

Por lo tanto, se piensa que en machos, la variacion estacional de la actividad reproductiva,
se presenta como una respuesta a las variaciones anuales en la fisiologia reproductiva de la
hembra, sin embargo, debe considerarse también el grado de domesticacién y el tipo de
sistema de explotacién (intensivo vs extensivo; Lincoln et al., 1990). Ya se mencion6 que
el efecto del fotoperiodo en los mecanismos reproductivos del macho, dependen
principalmente de la latitud geografica. Con respecto a los machos, aquellos carneros que
habitan en latitud Norte arriba de los 35°, se observan cambios muy marcados en las

caracteristicas seminales por efecto de la época del afio, y en carneros que habitan en
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latitudes menores, las caracteristicas seminales muestran menos variacion (Evans y
Maxwell, 1987).

Cuando se presenta la época de anestro estacional, la fertilidad y todos los eventos
neuroendocrinos y reproductivos en el macho, disminuyen a un nivel minimo, aunque como
se ha mencionado también, el grado de domesticacion es muy importante, ya que si se
comparan especies de vida silvestre con especies domesticas, las variaciones circanuales en
las concentraciones de LH, testosterona y FSH son menos marcadas en las especies
domeésticas (Lincoln et al., 1990), ademas, los carneros no son azoospérmicos durante el
anestro estacional a pesar de la muy marcada reduccion en la produccion espermaética

(Dacheaux et al., 1981).

Los machos, que seran sementales, deben ser evaluados con diferentes exdmenes fisicos,
que incluyan las caracteristicas antes mencionadas y los perfiles hormonales (LH y
testosterona), a través de las épocas, ya que esto determina su actividad reproductiva anual

(Schanbacher y Lunstra, 1977).

2.6.1 El sistema del reloj circadiano

El reloj circadiano, se refiere basicamente a los “ritmos circadianos” que tienen una
duracion aproximada de 24 h. La tierra rota cada 24 h y el sistema circadiano de los
mamiferos, se ha adaptado a este horario, con la finalidad de aprovechar la luz solar y con
ésto, llevar a cabo todos los eventos fisiologicos que estan relacionados con las horas luz-
oscuridad (Bass y Takahashi, 2010).

Los sistemas circadianos estan regulados por el SNC, particularmente por el nucleo
supraquiasmatico (por sus siglas en inglés NSQ), este recibe la informacion (luz-oscuridad)

a través de la ruta retino-hipotaldmica, de esta forma, la informacién de las horas luz, es

40



captada por la retina, que es la sefial externa, y de la retina hacia el NSQ, es la sefial interna,
con la finalidad de producir melatonina, que es la hormona que regula la actividad
reproductiva estacional y que es secretada por la glandula pineal (Bass y Takahashi, 2010;
Albrecht, 2012), es por ello que la informacién fisiolégica que un individuo posee del
fotoperiodo se transforma en sefiales enddgenas, con ayuda de esta hormona (Chemineau
et al., 2007). De esta forma, con el inicio de la época reproductiva, es decir, con la llegada
de los dias cortos, se incrementa la duracion del periodo de oscuridad y la duracion de
secrecién de la melatonina, que se secreta Gnicamente durante la noche y con ello, permite
el incremento en la secrecion pulsétil de GnRH y de las gonadotropinas (Malpaux et al.,

1997; Vanecek, 1998).

La melatonina, ejerce su accion reduciendo su sintesis, de acuerdo a las horas luz y
también, regula la actividad de enzimas biosintéticas (Minnerman y Wurtman, 1975),
ademas, se libera siguiendo los ritmos circadianos y esto generalmente es por la noche. Una
disminucion en la secrecion diaria de melatonina se asocia a una disminucion en la
secrecion pulsatil de GnRH, esto trae como consecuencia, una regresion o involucion de las
testiculos durante los dias largos; mientras que las mismas sefiales fisiologicas que
estimulan su secrecion durante los dias cortos, son seguidas por una activacion y

restablecimiento de la actividad gonadal (Grosse et al., 1993).

Esto se ha demostrado a nivel experimental, ya que tratamientos con melatonina en
carneros, estimulan la secrecion de LH y FSH y por lo tanto, en la funcién testicular

(Lincoln y Maeda, 1992; Lincoln, 1994; Tortonese y Lincoln, 1995; Figura 10).
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Figura 10. Representacién esquematica de una seccién sagital del cerebro de oveja. La linea negra punteada,
representa el camino de la informacion luminosa del ojo (1) a la glandula pineal (5), pasando por el nicleo
supraquiasmatico (2), los ndcleos hipotalamicos paraventriculares (3) y los ganglios cervicales superiores (4).
Modificado de Malpaux et al., (1993). Area predptica (APO), Comisura Anterior (CA), Ventriculo lateral
(VL), Eminencia Media (EM), Glandula pineal (GP), Bulbo olfatorio (BO), Cuarto Ventriculo (CV).

2.6.2 El efecto del fotoperiodo en las gonadotropinas y hormonas esteroides

El efecto del fotoperiodo se transmite por vias neuroendocrinas que regulan la actividad
gonadal. La influencia del fotoperiodo en la secrecion pulsatil de GnRH, refleja cambios

circanuales en la secrecion pulsatil de LH, porque se incrementa durante el otofio (dias

cortos) y se reduce durante la primavera (dias largos), esto con la finalidad de que exista
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una estimulaciéon maxima en la actividad testicular durante el otofio-invierno (Thompson et
al., 1986; El Omari et al., 1989; Lerchl et al., 1993). En carneros, la concentracion y
frecuencia de pulsos de LH en plasma durante la estacion reproductiva, pueden
incrementarse de 5 a 14 veces (Ebling et al., 1994) y las concentraciones de testosterona en
plasma fluctian de forma paralela a las de LH (Berndtson et al., 1974; Cox et al., 1988; El
Omari et al., 1989).

En ovejas, las variaciones circanuales en la secrecion de LH, estan asociadas con cambios
en el sistema de retroalimentacion negativa del estradiol, este disminuye la frecuencia de
pulsos de GnRH/LH durante la época de anestro estacional (Karsch et al., 1993; Gallegos-
Sanchez et al., 1997). Estos cambios circanuales son similares a los que tiene el sistema de
retroalimentacion hormonal del macho; por ejemplo, la época reproductiva, se rige por un
incremento en la secrecion pulsatil de LH como resultado del efecto de la regulacion
neuroendocrina de los esteroides (Lincoln, 1984). Ademas, también los opioides y la
prolactina participan en el control de la secrecién pulsatil de LH, en donde la secrecion de
melatonina afecta el sistema opioidérgico (Aurich et al., 1994b, 1996). El principal efecto
de los opioides es la inhibicion de la frecuencia de pulsos de LH (Lincoln et al., 1989).

Por tanto, un incremento en las concentraciones de gonadotropinas circulantes en el eje
neuroenddcrino, precede al restablecimiento de la actividad testicular, ya que el potencial
que tienen los testiculos para responder a las variaciones estacionales, estd muy relacionado
con la densidad de receptores de FSH y LH, durante la involucion y el restablecimiento de
la actividad gonadal, y por tanto, con las variaciones en la concentracion de testosterona

(Robinson y Karsch 1985; Lincoln et al., 1990; Malpaux et al., 1997).
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También existen algunos neurotransmisores como la dopamina, que en ovinos participa en
la regulacion de la actividad reproductiva estacional. Las vias neuronales dopaminérgicas
inhiben la liberacion de LH en dias largos, pero no hay influencia en dias cortos, esto
sucede tanto en ovejas como en carneros (Clarke y Cummins, 1982; Deaver y Dailey,
1983; Meyer y Goodman, 1985; Tortonese y Lincoln, 1994; Gallegos-Sanchez et al.,
1997).

En general, los sistemas dopaminérgicos responden a los cambios estacionales del sistema
de retroalimentacion de los esteroides gonadales, ya que la mayor poblacion de receptores
para dopamina, esta presente durante los dias largos, por lo cual el sistema dopaminérgico
alcanza su maxima activacion durante el anestro estacional (Kao et al. 1992; Tortonese y
Lincoln, 1994, 1995).

2.7 LANUTRICION Y SU EFECTO EN LA FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL
MACHO

En ovinos, como en otras especies domésticas, la eficiencia reproductiva es considerada
como el factor mas importante en términos de valor econémico. Hay tres factores que
determinan este aspecto (Bilgin et al., 2004): 1) el mérito genético, 2) el ambiente fisico y
3) el manejo en general. Sin embargo, dentro del manejo, los factores nutricionales son
muy importantes, porque una nutricién adecuada, puede estimular a los individuos a que
alcancen su potencial genético, disminuir efectos negativos en un ambiente fisicamente
hostil y minimizar los efectos de un manejo deficiente (Fourie et al., 2004).

En la fisiologia reproductiva del carnero, la respuesta a la nutricion, puede dividirse en
efectos a corto plazo, que actuan principalmente, en el sistema neuroendocrino y que

regulan la actividad testicular (Martin et al., 1994) y efectos a largo plazo, que ejercen su
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efecto principalmente en el desarrollo testicular y por lo tanto, en la produccion espermatica
(Oldham, 1978).

En el macho, las respuestas en la talla testicular y la produccion seminal, estan muy
influenciadas por cambios en el consumo de proteinas y energia en la dieta (Fernandez et
al., 2004) y las deficiencias de estos componentes, tienen como consecuencia la
disminucion en la secrecidn de gonadotropinas en ambos sexos, sin embargo, el
restablecimiento de patrones alimenticios normales, generalmente revierte este efecto
(Blache et al., 2000; Bielli et al., 2002). Particularmente, ovinos en etapas neonatales y
puberales, presentan una mayor sensibilidad a las restricciones de energia y proteina que los
animales adultos, es por ello que una restriccion severa en corderos, puede tener como
resultado, dafios permanentes en el SNC y en las gonadas (Brown, 1994) por esta razon, el
manejo nutricional post-destete, influencia el incremento de peso en los carneros y se
encuentra estrechamente asociado con el crecimiento testicular y el comienzo de la

pubertad (Mukasa-Mugerwa y Ezaz, 1992).

A nivel testicular, hay numerosos estudios que demuestran que la espermatogénesis en
carneros, es sensible al incremento en el consumo de proteina (Martinez et al., 2001) y
puede ejercer efectos variables en algunas caracteristicas del tejido como el didmetro,
proporcion de los tabulos del epitelio seminifero (Saab et al., 1997; Hotzel et al., 1998)
cambios en la secrecion de gonadotropinas y oscilaciones en el peso corporal, todo esto,

relacionado con las variaciones en la talla testicular (Murray et al., 1990).

2.7.1 Interacciones entre nutricion y reproduccion
La nutricion, es un factor tan importante, que afecta todos los aspectos de la cascada de

eventos reproductivos, desde la gametogénesis hasta la pubertad, tanto en machos como en
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hembras. Es por esto que el requerimiento de nutrientes para diversos eventos
reproductivos como el desarrollo fetal, la lactancia y la pubertad, demandan la utilizacion
de la energia almacenada en el organismo, por ello, los efectos de la nutricion en la
fisiologia reproductiva, estan influenciados por el suministro de nutrientes, y las reservas
corporales (Scaramuzzi et al., 2006).

De esta forma, cuando los requerimientos de nutrientes de un animal son mayores al
consumo de nutrientes, utilizardn su energia almacenada (en forma de glicogenos,
triglicéridos y proteinas), para compensar ese déficit; a esto se le llama “balance energético
negativo” y por el contrario, cuando el requerimiento de nutrientes es menor a su CONSUMO,
entonces el animal almacenara el exceso de nutrientes (en forma de glicégeno y
triglicéridos) y utilizara el exceso de nutrientes en forma de energia. Cuando un animal se
encuentra en ese estado, entonces posee un “balance energético positivo” (Scaramuzzi et
al., 2006). En general, el balance energético es un reflejo del gasto y consumo de energia

que afecta directamente la funcion reproductiva (Thwaites, 1995; Cuadro 2).

Los efectos del balance energético negativo, por efecto de una etapa de restriccion
alimenticia, tiene como consecuencia, efectos temporales o permanentes a nivel
neurendocrino, ya que un individuo, en esta condicion, se caracteriza por presentar una
inhibicién en la frecuencia de secreciéon de los pulsos de GnRH (Lozana et al., 2003;
Kiyma et al., 2004). Hay poca evidencia que sugiera que el balance energético positivo
tiene una accién estimuladora en el eje hipotalamo-hipofisis y si persiste el balance
energético positivo por un tiempo prolongado, tendrd como consecuencias un aumento en

el peso corporal (Wade y Jones, 2005). Por tanto, los sistemas que regulan el eje
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reproductivo responden a cambios en el estado metabolico, en el que el SNC y las gonadas

son blancos primarios por los efectos que ejerce la nutricion (Scaramuzzi et al., 2006).

Cuadro 2. Se observan las consecuencias metabdlicas y los efectos en la reproduccion determinados por el balance
positivo y negativo de energia en ovinos.

ESTADO CONSECUENCIAS METABOLICAS EFECTOS EN LA
METABOLICO REPRODUCCION
BALANCE -Pérdida de peso. -Inhibicién del sistema de GnRH por
ENERGETICO -Pérdida de las reservas corporales. el hipotalamo.
NEGATIVO -Gasto de tejido muscular. -Ausencia de pulsos de LH.
-Hipoinsulinemia -Bajas concentraciones de FSH.
-Hipoglicemia. -Pubertad retrasada.
-Bajas concentraciones de leptina. -Disminucion o ausencia de la libido.
-Supresion del sistema de IGF’s. -Baja produccién espermatica.
-Urea elevada.
-Elevadas concentraciones de HG.
-Elevadas concentraciones de NEFA .
BALANCE -Mantenimiento del peso corporal normal. -Secrecion pulsatil normal de GnRH
ENERGETICO -Reservas de grasa corporal normal. por el hipotalamo.
NORMAL -Secrecion de insulina y glucosa normal. -Frecuencia de pulsos de LH

-Baja produccién de NEFA.
-Concentraciones normales de HG, Leptina,

normales.
-Concentraciones de FSH normales.

-Sistema de retroalimentacion

negativo normal.

-Expresion de la libido normal.

-Llegada de la pubertad normal.
Modificada de Scaramuzzi et al. (2006).

Sistema de IGF"s y urea normal.

2.7.2 Efectos de la nutricion en la funcion testicular

Las oscilaciones de peso corporal, por efecto de una restriccion en la alimentacion, estan
relacionados con cambios en el peso testicular (Murray et al., 1990) esto trae como
consecuencia, cambios en el porcentaje de epitelio seminifero y por tanto, en la eficiencia
con la que se lleva a cabo la espermatogénesis (Martin et al., 2010). Una evidencia de esto,
son diversos estudios que se han realizado en el tejido gonadal, en donde corderos que
nacen de hembras que fueron subalimentadas durante la segunda mitad de la gestacion,
tienen un menor numero de células de Sertoli al nacimiento (Bielli et al., 2002) ademas, se
ha observado un retraso en el desarrollo gonadal intrauterino que trae como consecuencia el
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retraso en el inicio de la pubertad, e incluso, reduce la eficiencia espermatogénica en la vida
adulta (Da Silva et al., 2001).

Salamon (1964) usando muestras de semen y Setchell et al. (1965) realizando
descripciones histologicas de los tabulos seminiferos testiculares y epididimarios,
encontraron, que la tasa diaria de produccion espermética se reduce debido a una dieta
restringida y esta situacion se reestablece cuando se les administra una dieta balanceada con
alto contenido energético y proteinico. Ademas, demostraron que la calidad del semen
producido y evaluado en diversos conteos espermaticos, se reducen por efecto de una dieta
deficiente por aproximadamente siete semanas, es decir, el tiempo necesario para que se

Ileve a cabo la espermatogénesis.

Hotzel et al. (1998) también, demostraron variaciones en la longitud y diametro de los
tibulos seminiferos, asi como el volumen de las células de Leydig, y el numero de células
de Sertoli, por efecto de una restriccion alimenticia (durante dos meses). Todos estos
experimentos, estdn muy relacionados con la regulacion hormonal en la génada, ya que la
irrigacion en el testiculo, esta relacionada con el volumen testicular, ademas, como ya se ha
mencionado, existen cambios en la vasculatura que estan asociados con el flujo sanguineo y
que se relacionan con el transporte de testosterona en la circulacién periférica (Setchell,
1990). Algo importante a considerar en estos estudios, es la severidad y duracion de los

tratamientos nutricionales (Martin et al., 2010).

Si la restriccién alimenticia se presenta por un largo periodo de tiempo (mas de dos meses),
cerca del 30% de la masa corporal se pierde y la libido se ve afectada (Parker y Thwaites,
1972) porque la libido requiere de una actividad motora intensa. Durante el empadre, la

actividad motora es mas intensa en machos que en hembras, ya que durante el cortejo, la
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parte activa la asumen los carneros (Banks, 1964) es por ello que carneros con una
alimentacion restringida, muestran una menor libido, perdida de peso corporal, una
disminucion en la talla testicular y una reduccion en la produccion espermaética (Knight et
al., 1987). Varios experimentos, han demostrado que cuando a los carneros se les
proporciona una dieta con altas cantidades de proteina y energia, incrementan la frecuencia
de pulsos de GnRH y por tanto, presentan cambios en la talla testicular y en la produccion
espermatica (Oldham et al., 1978; Ritar et al., 1984; Martin et al., 1987; 1999). Se ha
comprobado que cuando se alimenta a machos adultos con una dieta balanceada durante los
dos meses previos al empadre, se obtiene una buena produccion seminal (Martin et al.,
2010).

Mori et al. (1959) realizaron un experimento con carneros adultos, a los cuales se les
restringio la alimentacion, observaron que después de uno a dos meses que se les
proporciond una dieta con alto contenido proteinico y energético, la calidad del semen y la
produccion espermatica mejoraron, asi como su peso corporal. Martin et al. (2010)
encontraron que la produccion seminal se modifica hasta la septima semana, después de un
cambio en la composicion de la dieta, y en relacion al tejido testicular. Diversos estudios
histoldgicos, demuestran que la nutricién afecta el diametro de los tabulos seminiferos y la
proporcion que ocupan en el epitelio seminifero por efecto de una buena alimentacion
(Setchell et al., 1965; Oldham et al., 1978). Por tanto, se piensa que los procesos
fisioldgicos que relacionan la nutricion con la reproduccion, pueden ser los mismos que
controlan el balance energetico, ya que la energia disponible para la reproduccion depende
de la diferencia entre la cantidad de energia que se gasta, incluyendo la que se destina para

mantenimiento y la energia disponible para la reproduccion. La energia disponible, incluye
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la que deriva del consumo de alimento y la que se almacena en otros tejidos, como el
adiposo, hepético y muscular (Martin et al., 2010).

Por tanto, la nutricion desencadena una cascada de eventos que afectan la funcion
reproductiva del macho a través de los centros metabolicos y reproductivos del SNC, que
provocan cambios en la frecuencia de pulsos de GnRH/LH, esto altera la funcién gonadal,
ya que, existe una relacion directa entre la talla testicular y la tasa de produccion de

espermatozoides (Amann, 1970; Knight, 1977; Martin et al., 1994; Figura 11).
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Figura 11. Diagrama en el que se ilustra a los sistemas sensoriales (auditivo, olfativo y visual), que son capaces de captar
estimulos del medio y transformarlos en sefiales neurales, las cuales son conducidas al sistema nervioso central (SNC). A
través de estos diferentes sistemas sensoriales, se ha encontrado una relacion entre los centros cerebrales que controlan la
ingesta de alimento con las funciones reproductivas que afectan al sistema neuronal productor de GnRH, que es el que
controla el eje reproductivo hipotadlamo-hipdfisis-testiculo. En carneros, la respuesta de las neuronas productoras de
GnRH a un cambio abrupto es muy rapida, ya que las variaciones causadas por la nutricion incluyen el efecto de diversos
nutrientes y metabolitos, como la leptina, insulina y glucosa en el testiculo y el SNC. Las diversas proyecciones nerviosas
auténomas y diversos nutrientes al cerebro, contribuyen a la regulacion del sistema de reloj interno que esta relacionado
con las horas luz-oscuridad, y que influye directamente en la obtencion y digestién del alimento, asi como los sistemas
simpéticos y parasimpéticos del sistema nervioso periférico para que se lleve a cabo la expresion de diversas funcidnes
reproductivas.
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2.8 EFECTOS DE LA NUTRICION EN LA ETAPA LACTANTE Y ADULTA EN
EL MACHO

La adaptacion de los rumiantes a una restriccion alimenticia, tiene como resultado, cambios
digestivos, metabdlicos y endocrinos, y las consecuencias dependen de la severidad y
duracion de esta condicion, por lo cual, la sobrevivencia del individuo, depende del nivel de
reservas corporales y de como son utilizadas (Chilliard et al., 1998). Un aspecto
importante son las interacciénes a largo y a corto plazo entre la disponibilidad de alimento,
el fotoperiodo y la reproduccion (Ortavant et al., 1988). Como se menciond, la actividad
sexual de los pequefios rumiantes esta controlada por el fotoperiodo con la finalidad de
asegurar que los nacimientos ocurran en la época mas favorable, es decir, en la primavera y
por tanto, que las reservas corporales puedan estar disponibles, antes del proximo ciclo
reproductivo (Chilliard et al., 1998).

Es por ello que en corderos, las diferentes estrategias de manejo, que los ayuda a adaptarse
después del nacimiento, deben iniciar desde etapas previas, es decir, durante la gestacion,
ya que la transicion del ambiente uterino al ambiente externo, representa un gran desafio
para que el neonato desarrolle los mecanismos necesarios para su adaptacion y
sobrevivencia (Nowak et al., 2000). La primera accion que el neonato realiza, es la
localizacion de la ubre de la madre y la succion para obtener el calostro. Los corderos
nacen con pocas reservas de energia, por ello, es de vital importancia que encuentren la
ubre materna e ingieran el calostro tan rapido como les sea posible (en menos de 30 min
después de nacido). El proceso de succion de la ubre, tiene como resultado en la madre, una
cascada de eventos neurofisiolégicos que se inician durante el amamantamiento,
provocando la inhibicion de la actividad reproductiva durante el periodo postparto. En el

cordero, el consumo del calostro, hace funcionales las vias termotactiles y mecéanicas
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durante la bdsqueda de la ubre y se establece una union filial entre madre y cria
(Lagercrantz et al., 1986). Por eso, los cuidados tempranos de la madre y la ingesta del
calostro, cumplen con las necesidades metabolicas y lo protegen de un ambiente adverso;
razén por la cual, el amamantamiento induce cambios conductales, y fisiologicos que
aseguran la sobrevivencia extra-uterina del cordero (Nowak y Poindron, 2006).

El calostro es producido antes del parto y contiene una gran cantidad de nutrientes, asi
como altos niveles de inmunoglobulinas, enzimas, hormonas, factores de crecimiento y
péptidos neuroendocrinos, es la Unica fuente de alimento disponible para el recién nacido,
por tanto, la ingesta insuficiente, es el segundo factor de importancia (después de las
reservas corporales) que afectan la sobrevivencia neonatal (Nowak y Poindron, 2006).
Ademas, transfiere anticuerpos de la madre al cordero antes de que su sistema
inmunoldgico llegue a ser completamente funcional (Levieux, 1982). Se estima que de 180
a 290 mL kg del peso corporal es requerido por el cordero en las primeras 18 horas
después del nacimiento, sin embargo, no todas las madres pueden cubrir las necesidades de
sus corderos (Nowak y Poindron, 2006). El porcentaje de calostro acumulado en la ubre
antes del parto y la produccion de leche dependen del tamafio de la camada. Las hembras
que tienen gemelos generalmente producen mas calostro que las que tienen un solo cordero
y esto trae como consecuencia, un peso corporal bajo (Hall et al., 1990). Los corderos que
tienen un peso 6ptimo, oscilan entre los 3 y los 5.5 kg, ademas, se ha estimado que la tasa
de mortalidad en gemelos es generalmente 1.5 a 3 veces mas que los partos simples. Los
corderos con un bajo peso corporal, por lo general, estan predispuestos a morir por
inanicion, debido a sus bajas reservas de energia, debilidad y retraso en el desarrollo
(Alexander, 1984) por tanto, el peso del cordero al nacimiento, tiene una gran influencia en

la busqueda de la ubre.
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Se han realizado una serie de trabajos, en los que se ha demostrado que los corderos
machos son méas lentos que las hembras en la manifestacion de conductas tempranas y los

gemelos son mas lentos que los que nacen unicos en el parto (Nowak y Poindron, 2006).

2.8.1 Mecanismos fisiologicos de una etapa restringida

Durante la gestacion y la vida posnatal temprana, las alteraciones en el peso corporal,
influyen en la funcién reproductiva del individuo de manera temporal o permanente; algo
importante es que la variacion de los elementos que componen una dieta, tiene una gran
influencia en el desarrollo del sistema reproductivo, pero también, de mdaltiples factores
enddcrinos y metabolicos que se encuentran estrechamente relacionados (Rhind, 2004;

Figura 12).

Figura 12. Machos de 3 meses, el de la derecha, que es el individuo experimental, se le restringi6 durante la lactancia y
present6 un bajo peso a lo largo de todo el estudio, es decir, durante el primer afio de vida. Se puede observar que su peso
corporal, representa aproximadamente la mitad del testigo que se encuentra a la izquierda.

Chilliard et al. (1998) realizaron una clasificacion a diferentes escalas de tiempo para
determinar las adaptaciones de un individuo durante un periodo restringido: 1) adaptaciones
a corto plazo, se deben principalmente, a las variaciones o cambios en la disponibilidad de
alimentos y que se presenta por algunos dias, 2) cambios a mediano plazo, son
adaptaciones que se presentan a lo largo de algunas semanas, y 3) cambios a largo plazo,
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gue son adaptaciones que requieren que los animales se adapten a un nuevo equilibro
dentro de un contexto fisiologico y nutricional diferente. Es por ello, que en un individuo
bajo esta condicion, la homeostasis se enfoca, principalmente, a la supervivencia, por ello,
todos los mecanismos metabdlicos y enddcrinos tratan de mantener el mayor control
posible en el ambiente interno. La adaptacién a corto, mediano y largo plazo son respuestas
graduales para tratar de mantener algunos procesos fisiolégicos estables, como la
movilizacidn de reservas corporales, la formacion de glucosa, y con ello, el gasto y balance
de energia, que afectan principalmente el funcionamiento del eje neuroenddcrino. Un
individuo en esta condicion presenta alteraciones en los nucleos cerebrales del SNC que
regulan la funcion reproductiva, porque los cambios en los metabolitos y hormonas
circulantes durante este periodo de tiempo dan preferencia a desempefiar la funcion de
reguladores del estatus nutricional y metab6lico del individuo, més que a la funcién

reproductiva (Chilliard et al., 1998; Figura 13).
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Figura 13. a) Se muestra el efecto de abundancia de energia metabolizable disponible en el macho. El eje neuroendécrino
presenta una secrecion pulsatil de GnRH que proviene de las terminales de las células neurosecretoras hipotalamicas.
Cada pulso de GnRH se libera en la circulacion portal hipotaldamica y estimula la secrecion de un pulso de la hormona
luteinizante (LH) en la adenohipdfisis y se dirige hacia el torrente sanguineo. Las concentraciones de testosterona ejercen
sus efectos en el sistema de retroalimentacion negativo sobre la GnRH hipotalamica y la secrecion de gonadotropinas en
la adenohipofisis. La testosterona recibe el estimulo para su secrecion y sintesis y por ello puede viajar a la circulacién
sanguinea, lo que induce a la expresion de la conducta reproductiva, ademas, las concentraciones de FSH desencadenan el
proceso de espermatogénesis. b) En este esquema se muestran los efectos primarios de una baja disponibilidad de energia
metabolizable, la inhibicion del pulso generador de GnRH en el hipotalamo, que conduce a una cascada de eventos como
la inhibicién en la secrecion de gonadotropinas, la inhibicion en la frecuencia de pulsos de LH que trae como
consecuencia el que no haya sintesis y secrecion de testosterona, ademas, la muy baja o nula secrecién en las
concentraciones de FSH conduce a que no haya espermatogénesis y tampoco libido, por tanto, no hay expresion de la
conducta reproductiva (Modificado de Schneider, 2004).
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En afos recientes, ha ocurrido un notable incremento en la poblacion de ovinos de pelo en
el pais, esto posiblemente se debe a que presentan una mejor adaptacion y prolificidad a las
condiciones ambientales si se comparan con las razas de lana (Cuellar et al., 2012).
Actualmente a nivel productivo, se busca aumentar la eficiencia reproductiva de los ovinos
y su rentabilidad, esto genera la necesidad de producir machos reproductores que presenten
mayores indices de fertilidad y libido, ya que estos factores, son muy importantes para
incrementar la productividad del rebafio, por ello, es imprescindible conocer la informacion
fisiologica de las diferentes etapas de vida del carnero, tanto prepuberales, puberales y
adultas (madurez sexual), porque muchos de los animales que se adquieren como
sementales son jovenes y se destinan a trabajar muy pronto. En este sentido, los productores
no realizan précticas de seleccion, ya que consideran que Unicamente un analisis

cuantitativo de semen es necesario.

También, aunque en ovinos de lana, estdn muy documentados los diferentes eventos tanto
estacionales, nutricionales y celulares que influyen en la fisiologia testicular y las
diferencias que existen en carneros puberes, con respecto a aquellos que se encuentran en
etapas adultas, la informacion para ovinos de pelo es muy escasa. Es por ello que surge la
necesidad de generar mas investigacion que permita mejorar, de forma objetiva, la
seleccion de sementales de pelo, y la comprension de los diversos factores que alteran la
actividad reproductiva, como la influencia que ejerce la estacionalidad y la nutricién en la
espermatogénesis, y en los diversos parametros de evaluacion seminal, con la finalidad de
mejorar la calidad espermatica y en general, las caracteristicas productivas y reproductivas

que influyen, en gran medida, en el comportamiento de las futuras generaciones, por lo que

56



el objetivo del presente trabajo de investigacion fue describir y analizar los efectos de la
restriccion alimenticia en la funcion testicular de machos ovinos durante la etapa lactante y

adulta.

Las hipdtesis planteadas fueron:

1) La administracion de una dieta balanceada en funcién a los requerimientos nutricionales
y estado fisioldgico de los machos (dieta experimental), mejorara la calidad del semen
de los carneros Pelibuey y East Friesian, durante la época reproductiva y durante el
anestro estacional.

2) Un periodo restringido (dos meses) durante la lactacion, afectara el desarrollo fisico y

testicular de los machos durante el periodo prepuberales, puberales y adultas.
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IV. ESTUDIOS REALIZADOS

4.1 Estudio I. La nutricion y su efecto en la calidad seminal en carneros pelibuey y east
friesian

4.1.1 Resumen

La calidad seminal de los carneros, es afectada por factores como el fotoperiodo, la nutricién
y la ganancia diaria de peso, por lo cual, se realizé un estudio (Junio 2012-Junio 2013)
durante la época reproductiva (ER) y durante el anestro estacional (AE), con la finalidad de
evaluar el efecto de una dieta experimental (DE) alta en energia Yy proteina, en los cambios en
la calidad del semen de carneros adultos, sexualmente activos: 4 de la raza Pelibuey (R1) y 4
de la raza East Friesian (R2). Los 8 carneros, experimentaron una etapa de alimentacion
restringida (AR) donde solo consumieron paja de avena y minerales durante los meses de
junio, julio, agosto y septiembre, en la ER y en los meses de enero, febrero, marzo y abril,
para el AE, posterior al periodo de alimentacion restringida, se les ofrecié una dieta (DE) con
un alto contenido de energia y proteina, durante los meses de octubre y noviembre, para la ER
y mayo Yy junio, para el AE. Se evalud el peso corporal y la circunferencia escrotal, asi como,
las variables cualitativas y cuantitativas del semen que incluian: volumen, tiempo al
eyaculado, porcentaje de espermatozoides vivos, de espermatozoides anormales (normalidad)
y concentracion espermatica. Se observo un incremento (p<0.05) en el peso corporal durante
la ER y el AE por efecto de la DE. Los carneros de las dos razas presentaron diferencias
(p<0.05) por efecto de la nutricion, durante la ER, en el tiempo al eyaculado en la R1 pasé de
2.0+0.3 a 1.5+0.4 y para la R2 de 2.0£0.5 a 1.3+0.3 y en la concentracién espermatica, R1
paso de 315.3+18.1 x 10° mL™* a 506.3+102.8 x 10° mL™* y para R2 de 324.0+33.4 x 10° mL"
1a527.7+141.9 x 106 mL? y durante el AE se encontraron diferencias (p<0.05) para la R1 en
volumen, paso6 de 0.7+0.1 mL a 1.2+0.2 mL y para la R2 fue de 1.0+0.2 mL a 1.4+0.4 mL y la
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concentracion espermatica fue diferente solo en la R1 fue de 315.4+08.4 x 10° mL? a
421.3+39.9 x 10° mL1. El fotoperiodo, afecté (p<0.05) a las dos razas en el volumen, y la
concentracion espermatica. Los resultados obtenidos en este experimento permiten concluir

que la nutricion y el fotoperiodo afectan la calidad seminal en las R1y R2.
Palabras clave: Carneros, fotoperiodo, nutricion, semen.

Study I. Nutrition and its effects on semen quality in east friesian and pelibuey rams

4.1.2 Abstract

Semen quality of rams is affected by factors such as photoperiod, nutrition and daily gain,
therefore, a study (June 2012-June 2013) was conducted during the breeding season (ER)
and during seasonal anestrus (AE), in order to evaluate the effect of an experimental diet
(DE) high in energy and protein changes in semen quality in adult sheep, experienced
sexually active: 4 Pelibuey (R1) and 4 East Friesian breed (R2). 8 rams, a period of
restricted feeding (AR) where only consumed oat straw and minerals during the months of
june, july, august and september in the ER and in the months of january, february, march
and april, for AE, after the period of restricted feeding, they were offered a diet (DE) with a
high content of energy and protein, during the months of October and November to the ER
and May and June, for AE. Body weight and scrotal circumference were assessed, as well
as qualitative and quantitative variables including semen: volume, time to ejaculate,
percentage of live sperm, abnormal sperm (normal) and sperm count. An increase (p< 0.05)
in body weight during the ER and AE effect of ED was observed. The rams of the two
races showed differences (p <0.05) the effect of nutrition during the ER, in time to ejaculate
in R1 increased from 2.0 £ 0.3 to 1.5 £ 0.4 and the R2 of 2.0 + 0.5 to 1.3 =+ 0.3 and sperm

concentration, R1 increased from 315.3 + 18.1 x 106 mL-1 to 506.3 + 102.8 x 106 mL-1
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and R2 of 324.0 + 33.4 x 106 mL-1 to 527.7 + 141.9 x 10° mL-1 and during the AE (p
<0.05) for the R1 volume is found, increased from 0.7 + 1.2 £ 0.1 mL and 0.2 mL R2 was
1.0 £ 1.4 £ 0.2 mL and 0.4 mL sperm concentration it differed only in R1 it was 315.4 +
08.4 x 106 mL-1 to 421.3 £ 39.9 x 106 mL-1. Photoperiod, affect (p <0.05) at two races in
volume and sperm concentration. The results obtained in this experiment can be concluded

that nutrition and photoperiod affect semen quality in R1 and R2.

Keywords: Rams, photoperiod, nutrition, semen.

4.1.3 Introduccién

La fertilidad del carnero, es una variable de gran importancia; ya que contribuye a mejorar la
productividad y por lo tanto, aumentar la eficiencia econémica de los rebafios (Perédn, 2004).
La fertilidad, puede ser evaluada a través de diversas caracteristicas, por ejemplo, la
circunferencia escrotal, pues se ha demostrado que existe una relacion entre la talla testicular
y la produccion de espermatozoides, este es un criterio que permite conocer el funcionamiento
reproductivo de un semental, ademas de la evaluacion de diversos parametros cualitativos y
cuantitativos del semen, variables que pueden ser heredables y cambiar de acuerdo a laraza'y

a la edad (Matos et al., 1992; Soderquist y Hultén, 2006).

Para evaluar la fertilidad del carnero, se debe tomar en cuenta, el fotoperiodo, ya que la
actividad reproductiva en los pequefios rumiantes, esta controlada por las horas luz, que traen
como consecuencia, variaciones en la produccion espermatica a través del tiempo (época
reproductiva; ER vs anestro estacional; AE), es por ello que las razas que habitan regiones
templadas, arriba de los 35°Latitud Norte (LN), presentan variaciones en las caracteristicas

seminales, asi como en los diferentes eventos fisioldgicos que regulan su actividad
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reproductiva, presentando una alta calidad en la produccion de gametos durante el otofio-
invierno (ER; dias cortos) y una menor calidad en la primavera-verano (AE; dias largos;
Evans y Maxwell, 1987). Por ejemplo, se ha demostrado, que las razas de ovinos que habitan
en las regiones templadas (arriba de los 35° LN o LS) incrementan su actividad reproductiva
durante los dias cortos (ER) y la disminuyen durante los dias largos (AE), mientras que, las
razas que habitan en la region tropical (entre el ecuador y el tropico de cancer o el de
capricornio), las consecuencias de este evento (horas luz) se manifiestan poco y las
variaciones estacionales observadas en el comportamiento reproductivo de los carneros, por lo

regular, son asociadas a los cambios en la disponibilidad de nutrientes (Peron, 2004).

La nutricion es un factor esencial, en el macho, la respuesta de la actividad reproductiva a esta
variable, puede dividirse en efectos a corto plazo, que actGan en el sistema neuroendocrino y
que regulan la actividad hormonal a nivel testicular y efectos a largo plazo, que determinan el
desarrollo testicular y por consecuencia, la produccion seminal (Oldham, 1978; Martin et
al., 1994). Por la cual, es importante, un adecuado aporte de nutrientes en la dieta, con la
finalidad de evitar una movilizacion de las reservas corporales y garantizar la
espermatogénesis. Por ello, una buena practica nutricional, tanto en sistemas intensivos como
extensivos, es aportar suplementos alimenticios a los machos, semanas antes del empadre,

para asegurar una buena produccién seminal (Martin et al., 1999).

El fotoperiodo y la nutricion, son responsables de las variaciones neuroendocrinas que regulan
la actividad reproductiva, y deben ser tomados en cuenta, durante la evaluacion reproductiva
de los carneros (Mukasa-Mugerwa y Ezaz, 1992) para entender los factores que controlan y
afectan la produccion seminal, con la finalidad de desarrollar estrategias nutricionales que

ayuden a mejorar la calidad seminal (Ghorbankhani et al., 2015).
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Objetivo general

Comparar la calidad seminal de carneros Pelibuey y East Friesian, alimentados con una dieta
experimental (alta en contenido de energia y proteina; DE) en la época reproductiva (ER;

otofio-invierno) y durante el anestro estacional (AE; primavera-verano).

Obijetivos especificos

1. Determinar las variaciones en el peso corporal y en el diametro del saco escrotal por efecto
del fotoperiodo (ER vs AE) y del tipo de alimentacién (AR vs DE).
2. Determinar las variaciones en la produccién y caracteristicas del semen por efecto del

fotoperiodo y una DE.

4.1.4 Materiales y Métodos
4.1.4.1 Ubicacién.

Este estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Reproduccién de Ovinos y Caprinos
(LaROCa) del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Municipio de Texcoco,
Estado de México. Se localiza a 19°29" N y 98°53" O, a una altitud de 2250 msnm. El clima
es templado subhimedo con lluvias en verano Cb (wo) (w) (i), con precipitacion de 636.5mm

y temperatura media anual de 15.5°C (Garcia, 1988).

4.1.4.2 Metodologia y Tratamientos

El experimento se realiz6 de junio de 2012 a junio de 2013 y se compararon dos épocas:
época reproductiva (ER; dias cortos) vs época de anestro estacional (AE; dias largos). Se
utilizé un grupo de carneros (adultos, mayores de 4 afios y sexualmente expertos), se
mantuvieron en corrales de observacion, en un sistema de manejo de tipo intensivo y en un

fotoperiodo natural (19° 29° LN). Previo al inicio del experimento se desparasitaron con
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Ivermectina a una dosis de 0.2 mg kg™* de peso. Los machos utilizados en este estudio, fueron
manejados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y al manual de
practicas y procedimientos para animales experimentales del Colegio de Postgraduados
(ColPos). En la ER (otofio-invierno, Figura 1), se utilizaron ocho carneros, cuatro de la raza
Pelibuey (R1) y cuatro de la raza East Friesian (R2) y durante el AE (primavera-verano;
Figura 2), se utilizaron siete sementales, tres de R1 y cuatro de R2. En el desarrollo del
trabajo experimental, a los carneros, se les proporcionaron (2 kg animal™ dia!) de una dieta
experimental con alto contenido energético y proteinico (DE; Cuadrol) durante los meses de

octubre y noviembre (periodo 2; P2) y durante mayo Yy junio (periodo 4; P4).

Otofio-Invierno (dias cortos)

Peso corporal

(R1; n=4) Circunferencia escrotal
Movilidad masal
Carneros Volumen
(n=8) Tiempo al eyaculado
% Vvivos
Ei(i:atzl-:rr:isz;;n Normalldqq Muestreo
' Concentracion semanal
Alimentacién = = . ~ - * /\T
I Paja + minerales I I I I e o o I e o o
Alimentacion Restringida (AR; P1) Dieta Experimental (DE; P2)
Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre

Figura 14. Representacion esquematica de los tratamientos (tipos de alimentacion) alimentacion restringida (AR;
periodo 1; P1) y alimentacién con dieta experimental (DE; periodo 2; P2); durante la época reproductiva (ER) a
una latitud norte de 19°29".

Cuadro 3. Dieta Experimental (DE)
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Heno de avena (40%), Sorgo (grano entero, 16%), Maiz (molido, 16%), Pasta de soya
(8%), Salvado de trigo (6%), Melaza (6%), Gluten de Maiz (4%), Ortofosfato
(VIMIFQOS, 1%), CaCO,; (1%), Vitasal (Oveja Plus, 1%), Sal comdn (0.5%), Aceite
vegetal (0.5%), Costo $5.50kg.

MS (88.5%): EM (2.6 Mcal), ENm (1.68 Mcal), ENg (1.07 Mcal), PC (16.00%), PCDR
(10.0%), PCNDR (5.0%), E.E (4), FC (11.8), FDA (18.2), FDN (31.5), Vit A (6.5 Kiu),
Vit E (8.5 Kiu), Vit D (3.4 Kiu), Cenizas (6.70%), Ca (1.50%), P (0.75%), Mg (0.20%),
Na (0.35%), Co (0.9%), Cu (10mg), Mn (64mg), Se (0.6mg), Zn (75.2mg).

Para comparar el efecto de la DE en la calidad del semen, a los machos experimentales, antes
de ofrecerles la DE, se les restringio la alimentacién (AR) durante los meses de junio, julio,
agosto y septiembre (periodo 1; P1) Figura 1 y desde enero hasta abril (periodo 3; P3) Figura
2. Durante el periodo de AR, a los machos se les ofrecio paja de avena (2 kg animal™ dia™®),
minerales y agua ad libitum. En los periodos de AR y DE, cada semana, los animales fueron
pesados, se les midié la circunferencia escrotal y se les realizaron las pruebas de calidad se
semen. Las muestras seminales de cada individuo, se obtuvieron por medio del método de la
vagina artificial (Duran-Ramirez, 2008) con una temperatura que oscilaba entre los 40 a
45°C, esta se lavo con jabdn neutro. Se utiliz6 como bioestimulo, una hembra en estro natural
0 en estro inducido con Benzoato de Estradiol (BE2) inmovilizada en un potro metalico. Antes
de cada monta, se realizé una lavado prepucial con solucion desinfectante y se permitieron

tres intentos de monta como maximo por carnero.
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Otofio-Invierno (dias cortos)
Peso corporal

(;ellfbnug) ¢ Circunferencia escrotal
' Movilidad masal
Carneros _ \Volumen
(n=7) Tiempo al eyaculado
% Vvivos
East Friesian Norma“dé}q
R2;n=4) Concentracion Muestreo

semanal

g CTrirrrrr N

Paja + minerales o
Alimentacion Restringida (AR; P1) Dieta Experimental (DE; P2)

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio

Figura 15. Representacion esquematica de los tratamientos (tipos de alimentacion) alimentacion restringida (AR;
periodo 1; P1) y alimentacion con dieta experimental (DE; periodo 2; P2); durante anestro estacional (AE) a
una latitud norte de 19°29".

4.1.4.3 Variables seminales y procedimiento de evaluacién

Los machos experimentales fueron pesados en una balanza con capacidad de 250 kg £+ 100 gr
(Braunker YP200S), midiendose (semanalmente) el didmetro del saco escrotal con una cinta
métrica durante todo el experimento. Las variables seminales, se dividieron en cualitativas:
movilidad masal, volumen y tiempo al eyaculado y cuantitativas: porcentaje de

espermatozoides vivos, espermatozoides anormales (normalidad) y concentracion.

Inmediatamente después de obtener las muestras, se procedié a su analisis en el laboratorio.
El semen fue evaluado, examinando el volumen y color en tubos graduados de 15 mL. Para
determinar la motilidad masal, se tom6 una gota de semen, con una pipeta Pasteur y se
observO en un microscopio de campo claro (Carl ZEISS, Primo Star, CP1145K06,
Microimaging GmbH 37081, Gottingen, Germany. Serie-Nr: 3125001511) a un objetivo de
100X, con los oculares y objetivos centrados mediante la iluminacion de Koeller, asignando

valores de 0 (motilidad nula) a 5 (maxima motilidad, remolinos con un vigoroso movimiento
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en masa). El porcentaje de espermatozoides vivos se realizé mediante un frotis tefiido con la
técnica de tincidn, eosina-nigrosina, las preparaciones fueron secadas a temperatura ambiente
y contando 100 espermatozoides en el campo, considerando muertos los que se tifieron total o
parcialmente. Sobre el frotis se observaron las anormalidades en estructura y morfologia de
100 células, y se determind el numero de espermatozoides con cabezas sueltas, colas
enrolladas y colas dobles. La concentracion se determind por el método de hemocitometro
haciendo diluciones 1:200 (Salamon et al., 1990). Para el conteo espermatico se tomé una
muestra de semen con un hemocitémetro hasta la marca de 5 y posteriormente se llend la
pipeta hasta la marca de 101 con solucion salina. Se agité manualmente, eliminando las tres
primeras gotas, la siguiente se colocé en la cdmara de Neubauer y se procedi6 al conteo en los
cuatro cuadrantes laterales y el del centro de la cAmara, en un microscopio de campo claro a

un aumento de 400X.

4.1.4.4 Andlisis estadistico

Se utilizé el analisis de varianza para investigar el incremento en el peso corporal y la
circunferencia escrotal en los muestreos realizados durante la época reproductiva y la época

de anestro estacional. EI modelo utilizado fue:

yij=p+Ti+&ij.
En donde €ij~n (0, 6?).
i=1....8 machos.
j=1...11 muestreos.
yij= peso corporal y la circunferencia escrotal en el i-ésimo periodo del j-ésimo animal.
p= efecto de la media.
Ti= efecto del i-ésimo periodo.

gij~n(0,6?)
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Ademas, para analizar el efecto de la raza, el fotoperiodo y el tipo de nutricion, en la calidad
del semen, se utiliz6 un andlisis de contrastes para comparar dicho efecto en los muestreos

(semanales) y la prueba de Tukey (a=0.05) para medias de tratamientos.

4.1.5 Resultados

Los resultados de los analisis estadisticos para peso corporal, circunferencia escrotal y calidad
de semen, mostraron diferencias (p<0.001) entre razas (R1 vs R2). Por lo cual, los resultados
obtenidos de las variables estudiadas, se analizaron de forma independiente por raza (R1, R2)

para las diferentes condiciones de fotoperiodo (ER, AE) y de tipos de alimentacion (AR, DE).

4.1.5.1 Peso Corporal y Circunferencia Escrotal

Los valores obtenidos durante la ER de peso corporal y circunferencia escrotal, se describen
en la Grafica 1. Se observo en las dos razas (R1 y R2) un incremento (p<0.05) gradual
después del muestreo 3 hasta el 11 (DE; P2) en el peso corporal, pasando de 66.4+7.5 kg a
74.6x7.5 kg en la R1 y de 75.1+4.9 a 81.5+6.9 kg para la R2. Para la circunferencia escrotal,
en la R1 pas6 de 31.8+1.1 cm a 35.6+1.1 cm y en la R2 pas6 de 32.2+1.9 cm a 34.0+1.1 cm.
El mayor incremento (p<0.05) en el peso corporal, se presentd siete semanas después
(muestreo 9) de haber iniciado con la DE (75.6+8.9) para R1 y para la R2 fue durante el
muestreo 11 (octava semana después de DE) y fue de 81.45+6.9. En relacion a la
circunferencia escrotal, en la semana ocho después de la DE (muestreo 11) fue donde se

observo el mayor valor (p<0.05; 35.6+£1.1y 34.0+1.1, para la R1 y la R2; respectivamente).
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Graéfica 1. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en el peso corporal (kg; lineas solida negra y
azul para Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, que en la semana 9, es donde los
sementales alcanzaron el mayor peso durante la fase experimental y en relacion a la circunferencia escrotal (cm;
linea punteada gris y azul claro para R1 y R2; respectivamente), se observd, que en la semana 11, fue cuando se
presentd el mayor didmetro testicular.

Durante el AE, se analizaron los datos de tres semanas antes (AR; P1) y ocho semanas
después (DE; P2). En la Grafica 2, se observd, un incremento (p<0.05) del peso corporal,
desde el inicio de la DE y hasta el final, pasando de 69.3+9.6 kg a 75.13+8.3 kg para R1 y de
77.1+2.3 kg a 84.3+4.2 kg para R2 y de la circunferencia escrotal de 33.8+2.0 a 34.8+1.6 cm
y de 34.1+2.1 a 34.6x1.9 cm para R1 y R2; respectivamente. Durante el periodo que se
ofrecié la DE, se observd una ganancia de peso en R1 de 5.9 kg y un aumento en la
circunferencia escrotal de 1.0 cm. Para la R2 se obtuvo la misma tendencia, una ganancia de

6.5 kg y un aumento en la circunferencia escrotal de 0.5 cm.
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Gréfica 2. Anestro Estacional (AE), se representan los cambios en el peso corporal (kg; lineas solida negra y azul
para Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, una disminucion gradual en el peso
corporal (semana 1 a la 3; AR; P1) y un incremento gradual de la semana 4 a la 11 (DE; P2) y en relacion a la
circunferencia escrotal (cm; linea punteada gris y azul claro para R1 y R2; respectivamente), se observo la
misma tendencia que en el peso corporal.

4.1.5.2 Produccion y calidad del semen

La produccion y calidad del semen presentaron variaciones importantes. En la ER se
observaron diferencias (p<0.05) en algunas de las caracteristicas seminales antes y después de
la DE, para la R1 (Cuadro 2).

Cuadro 4. Variaciones en la calidad de semen de carneros Pelibuey (R1) durante el afio, época

reproductiva (ER) y época de anestro estacional (AE) con dos periodos de alimentacion, alimentacién
restringida (AR) y un periodo con dieta experimental (DE) en una latitud norte de 19°.

Pelibuey (R1) Variables
. Movilidad Volumen Tiempo Vivos Normalidad Concentracion
Epoca Periodo masal (mL) eyaculado (%) (x108 mL?)
Reproductiva 1 (AR) 3.8+0.5 1.2+0.1 2.0£0.3 81.1+2.1 88.3+0.4 315.3+18.1
(ER) 2 (DE) 3.7+0.4 1.3+0.1 1.5+0.4a 80.0+2.5 88.5+6.7 506.3+102.8a
Anestro 1(AR) 4.1+0.2 0.7+0.1X 1.2+0.2X 66.1+3.9X 87.8+2.6 351.4+08.4
(AE) 2 (DE) 3.8+0.4 1.2+0.2a 1.3+0.3 73.7£3.7ay 86.3+5.0 421.3+39.9ay

2 diferencias entre periodo (AR vs DE) dentro de época (ER vs AE; p<0.05)
X, Y diferencias entre épocas (ER vs AE) dentro de periodo (AR vs DE; p<0.05)
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Se observd un mayor (p<0.05) tiempo al eyaculado y una menor (p<0.05) concentracion
espermatica durante el periodo de AR. La mayor concentracién espermatica (604.0£46.6 X
10% mL™?) fue durante el muestreo 10 (Grafica 3), semana siete con DE. Para la R2 (Cuadro
3), se encontraron diferencias (p<0.05) en volumen, tiempo de eyaculado, porcentaje de
espermatozoides vivos, normalidad y concentracion espermatica después de la DE. Ademas,
se observo la mayor concentracion espermatica durante el muestreo 8; es decir, cinco semanas
después de la DE. Para la R1 se observaron diferencias (p<0.05) en la calidad seminal entre
ER y AE (fotoperiodo) para el volumen, porcentaje de espermatozoides vivos y la
concentracion espermatica (Cuadro 2) y para la R2 fueron diferentes (p<0.05) volumen y

concentracion espermatica (Cuadro 3).
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Grafica 3. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en la circunferencia escrotal (cm; linea punteada
gris y azul claro para R1 y R2; respectivamente), y la concentracion espermatica (10° x mL™) barra negras (R1)
y azules (R2) durante la evaluacion experimental.

Durante el AE (dias largos) en la R1 (Cuadro 2) se encontraron diferencias (p<0.05) en
volumen, porcentaje de espermatozoides vivos y en la concentracion espermatica. La mayor
concentracion espermatica (476.7+173.9 x 10° mL™) fue observada durante el muestreo 10
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(Grafica 4), semana siete después de la DE. Para la R2 solo se observaron diferencias

(p<0.05) para el tiempo de eyaculacion despueés del periodo con DE.

Cuadro 5. Variaciones en la calidad de semen de carneros East Friesian (R2) durante el afio, época
reproductiva (ER) y época de anestro estacional (AE) con dos periodos de alimentacion, alimentacion
restringida (AR) y un periodo con dieta experimental (DE) a una latitud norte de 19°.

East Friesian (R2) Variables
Enoca Periodo Movilidad Volumen Tiempo Vivos Normalidad Concentracion
P masal (mL) eyaculado (%) (x10® mL)
Reproductiva 1 (AR) 4.5+0.8 1.2+0.2 2.0£0.5 76.6+10.8 85.8+12.4 324.0+33.4
(ER) 2 (DE) 4.2+0.7 1.6+0.3a 1.3+0.3a 84.7+03.6a 91.3+03.6a 527.7+141.9a
Anestro 1(AR) 4504 1.240.1 1.9+0.1 76.6:6.4 81.0+8.8 340.8+09.7
(AE) 2 (DE) 45+0.6 1.3+04Y 1.5+0.3a 80.6+2.2 84.3+4.9Y 391.9+21.0Y

a diferencias entre periodo (AR vs DE) dentro de época (ER vs AE; p<0.05)
X, Ydiferencias entre épocas (ER vs AE) dentro de periodo (AR vs DE; p<0.05)
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Grafica 4. Epoca de anestro estacional (ER), se representan los cambios en la circunferencia escrotal (cm; linea
punteada gris y azul claro para R1 y R2; respectivamente), y la concentracion espermatica (10° x mL™) barra
negras (R1) y azules (R2) durante la evaluacién experimental.
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4.1.6 Discusion

Los cambios de peso y de circunferencia escrotal (p<0.05) observados durante el presente
estudio en las dos razas (R1 y R2) y en las dos épocas (ER y AE; fotoperiodo) se explican por
el efecto de la nutricién (Grafica 1 y 2), los machos ganaron peso después del periodo con AR
(P1), lo que indicé que la cantidad de nutrientes aportados por la DE (P2) tuvo un efecto
(p<0.05) positivo en la ganancia de peso y el didmetro testicular, lo que sugiere que los
tratamientos de AR (P1) y de la DE (P2) tuvieron el efecto esperado en dichas variables

durante la ER y el AE en este estudio.

La circunferencia escrotal, mostré una relacion positiva con el peso corporal, presentandose
un incremento progresivo, a partir de la administracion de la DE, en las dos épocas (ER y AE)
observandose diferencias (p<0.05) en los mismos periodos (Graficas 1 y 2). Por lo cual, se
sugiere gque la circunferencia escrotal, en las condiciones del presente estudio, fue una medida
confiable y de facil implementacién y que permite estimar la fertilidad del carnero. Ademas,
se puede inferir que una buena nutricion antes del inicio de la época de empadre, es un factor
determinante para mejorar la condicion fisica y reproductiva de los sementales. En relacion a
la nutricién, Perdn (2004) menciond que el nivel de energia y proteina en la dieta para
carneros, presenta una influencia directa en la cantidad y calidad del semen, ademas, reportd
que la produccién diaria de espermatozoides, se incrementd con una dieta balanceada en
funcién a los requerimientos nutricionales que permitan mejorar el funcionamiento
reproductivo de los sementales (época de empadre), si la dieta no esta balanceada en funcién
de los requerimientos nutrimentales de los sementales, afecta directamente, la calidad de los
gametos, que se determina a través del conteo celular y de esta manera, evaluar la calidad del

semen, que varia en funcion de la calidad de la dieta. En el presente estudio, la concentracion
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espermatica, durante las épocas (ER y AE) presentd diferencias (p<0.05) en ambas razas (R1
y R2), lo cual se atribuye a la calidad de los nutrientes y balanceo de la dieta que fue ofrecida

durante P2 (DE).

Otro de los factores que afectd (p<0.05) la funcion reproductiva de los machos en este
estudio, fue el fotoperiodo, coincidiendo con lo reportado por Lincoln y Davidson (1977) que
observaron que las variaciones en el peso corporal y la circunferencia escrotal presentaron una
estrecha relacion con las variaciones estacionales de las horas luz (fotoperiodo). También,
Chimineau et al. (1992) mencionaron que en los ovinos de lana, existen variaciones en el
tamafio testicular través del el afio, reportando un mayor tamafio (p<0.05) durante la época
reproductiva, lo cual fue confirmado por Malpaux et al. (1997) mencionando que, durante
los dias cortos, se secreta una mayor cantidad de melatonina, hormona responsable de
establecer el inicio o fin de la época reproductiva, razén por la cual y para evitar efectos
confundidos con el fotoperiodo, en el presente estudio, se ofrecieron las mismas dietas (AR y

DE) durante las diferentes épocas.

Los resultados observados para las caracteristicas seminales (calidad seminal) en los carneros
(Cuadro 2 y 3) durante la ER, mostraron que en la R1 el efecto de la nutricion se reflejé en el
tiempo de respuesta a la eyaculacion y en la concentracion espermatica y en la R2, presento
una respuesta mas intensa a la nutricién que la R1, ya que fueron observadas diferencias
(p<0.05) en volumen del eyaculado, porcentaje de espermatozoides vivos y concentracion
espermatica. Las diferencias, se observaron también, durante el AE (Cuadros 2 y 3). Mann y
Lutwac-Mann (1981) mencionaron que el semen de carnero se caracteriza por tener un
volumen seminal bajo (0.7-2 mL), aunque presenta una alta concentracion espermatica (200-

500x10%). En base a la nutricion, Forbes (1982) menciond que existe una relacion muy
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estrecha entre la demanda de nutrientes y la actividad reproductiva durante el anestro
estacional en los carneros, al respecto, en este estudio, el peso corporal, presentdé un
incremento progresivo y constante durante los periodos de administracion de la DE, tanto en
ER como en AE, y fue independiente de la raza (Grafica 2). Fernandez et al. (2004)
mencionaron que en los machos, la nutricion esta estrechamente relacionada con la talla
testicular y la produccion espermatica y estas variables, estan muy influenciadas por los
cambios en el consumo de proteinas y energia que contenga la dieta. Durante el periodo de
AE, se presentd un incremento (p<0.05) en el peso corporal y en la circunferencia escrotal, al
respecto, se menciona que algunos factores como el fotoperiodo (Toe et al., 2000; Kafi et al.,
2004), los suplementos alimenticios (Cameron et al., 1988) y la ganancia diaria de peso
(Tulley y Burfening, 1983) afectan la circunferencia escrotal, considerado como un indicador
directo de la calidad espermética (Avellaneda et al., 2006). Ademas, Bernardi et al. (2010)
mencionaron que el peso y la edad de los animales, también, pueden influir en la calidad
espermatica, ya que la circunferencia escrotal, esta relacionada directamente con los aspectos

macroscopicos y microscopicos del semen.

La concentracion espermatica durante la época reproductiva observada en el presente estudio,
se ajustan a los valores reportados por Luna-Palomera et al. (2013) y pueden ser explicados
por la edad de los carneros, y al efecto de la nutricion durante el P2 (DE), ya que se observo
una recuperacion de las variables de calidad seminal después de la etapa restringida, sin
embargo, los valores encontrados para las variables relacionadas con la calidad seminal, estan
dentro de los rangos reportados por otros autores (Hulet y Shelton, 1980) y son comparables
con los encontrados por Victoria et al. (2009) en carneros Pelibuey y Kathadin. También, los

resultados observados en este estudio para la concentracidon espermatica en ambas épocas (ER
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y AE), estan por arriba de los valores reportados por Aguirre et al (2007) en carneros
Pelibuey (mayores a 2 afios) 402.0 y 440.0 x10° espermatozoides mL™?, para ER y AE,
respectivamente. La raza East Friesian, se sabe, presenta un periodo de anestro estacional,
mayor que el de los carneros Pelibuey (latitudes tropicales), sin embargo, en este estudio, en
ambas razas, se observd un efecto del fotoperiodo, en el volumen de eyaculado y la
concentracion espermatica, se obtuvieron valores mayores durante la época reproductiva, que
durante el anestro estacional (p<0.05). EI volumen de eyaculado y la concentracion
espermatica, observados en este estudio, son similares a los reportados por Ibrahim (1997) y
Karagiannidis et al. (2000) que trabajaron con machos Friesian durante las cuatro estaciones

del ano.

Para este estudio, el volumen de eyaculado obtenido durante la época reproductiva para los
carneros East Friesian antes y después de la DE fue de 1.2+0.2 y 1.6+0.3 mL,
respectivamente, con un tiempo al eyaculado antes y después de P2 (DE) fue de 2.0+05 y
1.3+0.3 min, estos valor se aproximan a los reportados por Karagiannidis et al. (2000)
quienes obtuvieron en su estudio un promedio de 1.5+0.1 mL durante otofio e invierno.
Durante el anestro estacional, se observé una disminucion en el volumen de eyaculado
(1.3£0.4 mL) después de la dieta experimental (DE), con un tiempo al eyaculado de 1.5+0.3
mn, este valor es menor al obtenido por Karagiannidis et al. (2000) que fue de 1.5+0.7 min,
estos valores pueden explicarse en parte por la latitud en la que se desarrollé el experimento
(19°LN) y que es diferente a los 40°LN de Karagiannidis et al. (2000). Se sabe, que las
variables seminales (calidad seminal), estan sujetas a los cambios en el fotoperiodo y en al
nivel nutricional, al respecto Evans y Maxwell (1987) mencionaron que el efecto del

fotoperiodo en ovinos, depende principalmente de la latitud geogréfica. Por ejemplo, en las
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razas que originalmente, habitan a los 40°LN aproximadamente, como es el caso de la East
Friesian, se observan diferencias (p<0.05) en los pardametros seminales durante el anestro
estacional, sin embargo, con la disminucién de las horas luz (dias cortos), la produccion
seminal se incrementa, aunque en las regiones tropicales, las consecuencias de este evento se
manifiestan poco y se menciona que, las variaciones estacionales en el comportamiento
reproductivo de las razas que habitan latitudes tropicales, como por ejemplo, la Pelibuey, por
lo regular, los cambios en calidad seminal, estan méas asociados a la disponibilidad de
nutrientes. En este estudio, se observd, que la produccion seminal, fue afectada por el
fotoperiodo (AE) en ambas razas (R1 y R2). En la ER las caracteristicas seminales, fueron

mejores que en el AE y se aprecié un marcado efecto de la nutricion (Graficas 1y 2).

4.1.7 Conclusiones

En las condiciones del presente trabajo, en la R1 y durante la ER, la nutricion afectd el
tiempo de eyaculacion y la concentracion espermatica y en el AE afectd el volumen de
eyaculado, el porcentaje de espermatozoides vivos y la concentracion espermaética. Para la R2
durante la ER, la nutricion afectd el volumen de eyaculado, el tiempo a la eyaculacion, en el
porcentaje de espermatozoides vivos y la concentracion espermatica y durante el AE afecto el
tiempo a la eyaculacién. El fotoperiodo (anestro estacional) afecta la calidad seminal en las

dos razas (R1y R2).
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4.2 Estudio Il: Efecto de la subnutricion postnatal en el desarrollo del epitelio
seminifero de machos pelibuey

4.2.1 Resumen

Se realizd un experimento con la finalidad de evaluar los efectos de una restriccion
alimenticia durante la lactacion (de la etapa neonatal hasta los 2 meses de edad) en el
epitelio seminifero del testiculo. Se utilizaron 28 machos recién nacidos de la raza
Pelibuey, los cuales fueron divididos en tres grupos. Grupo 1, machos alimentados de
manera normal (amamantamiento continuo, AC; n=12), Grupo 2, machos con alimentacion
controlada (restriccion de la lactancia, AR; n=12), los machos fueron seleccionados al azar
para ser castrados a los 0 meses (Grupo 3; n=4), a los 3 meses (tres de AC y tres de AR), a
los 6 meses (tres de AC y tres de AR), a los 9 meses (tres de AC y tres de AR), y a los 12
meses de edad (tres de AC y tres de AR). Estos fueron pesados y se midio el diametro del
saco escrotal semanalmente hasta el momento de la castracion, de cada individuo se
obtuvieron los dos testiculos, para su procesamiento Yy posterior evaluacion
histomorfométrica, se cuantificd el nimero de tabulos y cordones por unidad de area, la
prolificidad del testiculo y la presencia de espermatidas elongadas por edad en base a cada
uno de los grupos (AC y AR). El incremento en la masa testicular, la transicion de
cordones a tabulos y la aparicion de espermatidas elongadas, se observé (p<0.05) entre los
3y 6 meses de edad, en los individuos de AC, y entre los 6 y los 9 meses de edad en los de
AR. El incremento en el peso corporal y el diametro escrotal, generaron una curva de
crecimiento y una correlacion entre ambas variables que fue en los individuos testigo de
r=0.97 y en los individuos restringidos fue de r=0.93. Se concluye que la subnutricion

durante la lactancia afecta el desarrollo del epitelio seminifero en machos Pelibuey.
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Palabras clave: Carnero, subnutricion, epitelio seminifero, espermatidas.

Study I1. Undernourishment effect of postnatal development of male the seminiferous
epithelium pelibuey

4.2.2 Abstract

An experiment in order to evaluate the effects of dietary restriction during lactation (from
the neonatal period up to 2 months old) in the seminiferous epithelium of the testes was
performed. 28 newborn lambs Pelibuey males, which were divided into three groups were
used. Group 1 fed as normal males (continued breastfeeding, AC; n = 12), Group 2, males
with controlled feeding (restriction of breastfeeding, AR; n = 12), males were randomly
selected to be castrated to 0 months (Group 3; n = 4), at 3 months (three AC and three AC),
at 6 months (three AC and three AR) at 9 months (three AC and three AR), and 12 months
of age (three AC and three AR). These were weighed and the diameter of the scrotal sac
was measured weekly until castration, each individual both testicles, for processing and
subsequent histomorphometric evaluation were obtained, the number of cords and
quantified tubules per unit area, the prolificacy of the testis and the presence of elongated
spermatids age based on each of the groups (AC and AR). The increase in testicular mass,
the transition of cords to tubules and the appearance of elongated spermatids was observed
(p <0.05) between 3 and 6 months of age, individuals in AC, and betwee 6 and 9 months of
age in AR. The increase in body weight and scrotal diameter, generated a growth curve and
a correlation between both variables was in control individuals r = 0.97 and restricted
individuals was r = 0.93. It is concluded that undernutrition during lactation affects the

development of the seminiferous epithelium in Pelibuey males.

Keywords: Ram, undernourishment, seminiferous epithelium, spermatids.
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4.2.3 Introduccién

Las diferentes estrategias de manejo que ayudan al cordero en etapa lactante para que se
adapte lo més répido posible a su nuevo ambiente, se enfocan al cuidado materno y a la
ingesta de calostro, con la finalidad de protegerlo de un ambiente adverso y tratar de cubrir
sus necesidades nutrimentales, ya que el amamantamiento, provoca cambios conductuales y
fisiologicos que aseguran la sobrevivencia extra-uterina (Nowak y Pondron, 2006).
Durante esta etapa, los procesos fisioldégicos que relacionan la nutricion con la
reproduccion, estan controlados por la suplementacién de nutrientes y las reservas
energeéticas almacenadas, por lo cual, una restriccion alimenticia durante esta etapa, tiene
como consecuencia, efectos variables en la fisiologia reproductiva del individuo

(Scaramuzzi et al., 2006).

En los rumiantes, un periodo de restriccion alimenticia, provoca cambios metabolicos y
endocrinos, que pueden ser reversibles, dependendiendo de la severidad y la duracién del
periodo de restriccion. Cuando la restriccion, se presenta durante la lactancia, el
metabolismo se adapta a un nivel bajo de consumo, en donde la homeostasis del individuo,
se dirige principalmente a la supervivencia, ya que todos los mecanismos fisioldgicos que
se llevan a cabo en el organismo, se enfocan en mantener el control del ambiente interno
(Chilliard et al., 1998). Durante la vida posnatal temprana (lactancia), un periodo
restringido provoca alteraciones en el peso corporal, que a la larga afecta la funcion
reproductiva del individuo de manera temporal o permanente (Rhind, 2004), ya que altera
los centros metabdlicos y reproductivos del cerebro que controlan los cambios en la

frecuencia de secrecién de los pulsos de GnRH, de tal forma que si la frecuencia de
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secrecion de esta hormona se ve afectada, induce variaciones en la secrecion de LH y

testosterona (Hotzel et al., 1995).

A nivel gonadal, se ha demostrado que carneros restringidos en diferentes etapas del
desarrollo, presentan una disminucién en la produccion seminal, esto esta relacionado con
los cambios en la talla testicular, ademas, diversos estudios histoldgicos, demuestran que la
nutricion afecta el diametro y longitud de los tdbulos seminiferos, asi como la proporcion
que estos ocupan en el epitelio (Setchell et al., 1965; Oldham et al., 1978; Hotzel et al.,
1998). Estas variaciones, también se ven reflejadas en el porcentaje de epitelio seminifero
(Hotzel et al., 1998), ya que, se ha demostrado que la espermatogénesis en carneros es
sensible a incrementos en el consumo de proteina y a las variaciones de energia (Martinez
et al., 2001). Es por ello que, los cambios morfoldgicos que experimenta el epitelio
seminifero durante el desarrollo y la aparicién de las diferentes estructuras celulares, que
denotan madurez, como por ejemplo, la presencia de espermatidas elongadas, pueden ser
evaluadas e inferir el potencial reproductivo de los machos. EI desarrollo testicular en
ovinos, puede variar entre razas, ya que depende de los eventos enddcrinos y fisiologicos
que ocurren de manera interna (Herrera-Alarcén et al., 2007), sin embargo, el grado de
crecimiento y maduracion testicular, depende del control de los diferentes eventos

ambientales y nutricionales.

Objetivo

Caracterizar el desarrollo del epitelio seminifero de machos Pelibuey con restriccion

alimenticia durante la lactancia.
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Objetivos Especificos

1) Caracterizar el cambio de cordones a tubulos en el epitelio seminifero del macho
Pelibuey con alimenticia restringida durante la lactancia a los 0, 3, 6, 9 y 12 meses de
edad.

2) Describir la presencia y proporcion de espermatidas elongadas en machos con
alimentacion restringida.

3) Describir y caracterizar el incremento en el peso corporal y el didmetro del saco escrotal
de machos Pelibuey con alimentacion restringida durante la lactancia a los 0, 3, 6, 9y
12 meses de edad.

4.2.4 Materiales y Métodos

4.2.4.1 Ubicacién

El experimento se realizd en el Laboratorio de Reproduccién de Ovinos y Caprinos
(LaROCa) del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Municipio de Texcoco,
Estado de México. Se localiza a 19°29" N y 98°53" O, a una altitud de 2250 msnm. El
clima es templado subhimedo con lluvias en verano Cb (wo) (w) (i), con precipitacion de

636.5mm y temperatura media anual de 15.5°C (Garcia, 1988).

4.2.4.2 Manejo General y Alimentacion de los animales.

Se utilizaron 28 machos recién nacidos de la raza Pelibuey, los cuales fueron divididos en
dos grupos. Grupo 1, machos alimentados de manera normal (amamantamiento continuo
mas creed feeding desde los siete dias potparto, AC; n=16), Grupo 2, machos con
alimentacion controlada (restriccion de la lactancia, desde el nacimiento hasta los 2 meses

de edad, AR; n=12), la restriccion alimenticia consistio en ofrecerle un biberén de 250 mL
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con leche (leche en polvo para corderos) por la mafiana y uno por la tarde, después del
destete (dos meses de edad) y hasta el afio de edad, se les proporciono la siguiente dieta, a

los machos del grupo AC como a los machos del grupo AR:

Grano de maiz/sorgo (quebrado) 260 (47.2%), pasta de soya 40 (7.3%), Salvado de trigo 30
(5.4%), Cascarilla de soya 40 (7.3%), Heno de avena/alfalfa 60 (10.9%), paja o rastrojo 60
(10.9%), melaza 40 (7.4%), minerales para engorda 5 (0.9%), carbonato de calcio 5 (0.9%),

urea 3.5 (0.6%), grasa 7.5 (1.4%).

Durante todo el desarrollo experimental, los animales fueron pesados y se les midio la

circunferencia del saco escrotal de forma semanal.

4.2.4.3 Gonadectomia bilateral, tratamiento quirdrgico y posquirurgico

Los machos fueron seleccionados al azar para ser gonadectomizados bilateralmente a los 0
meses (n=4), a los 3 meses (tres de AC y tres de AR), a los 6 meses (tres de AC y tres de
AR), a los 9 meses (tres de AC y tres de AR), y a los 12 meses de edad (tres de AC y tres
de AR). Todos los animales fueron mantenidos en corrales de observacion, en un sistema
de tipo intensivo y con un fotoperiodo natural, ademas, fueron manejados de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y al manual de practicas y procedimientos
para animales experimentales del Colegio de Postgraduados (ColPos). Los animales fueron
pesados, previamente al procedimiento quirurgico, para determinar la cantidad de anestesia
(xilazina/ketamina) a utilizar y durante el transcurso del procedimiento quirdrgico, se

mantuvieron en un estado anestésico total.

El tipo de gonadectomia que se utilizo, fue el método quirtrgico es decir, se extrae el
testiculo, realizando una incisién con un bisturi en la parte inferior del saco escrotal, en
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forma de corona, extrayéndose testiculo izquierdo y derecho, posteriormente se ligaron los
conductos 'y se realizO una sutura en la zona de la incisidn

(http://praderasypasturas.com/files/menu/catedras/produccion_de_carne_bovina/12_Castrac

ion.pdf).

Después de la cirugia, los animales gonadectomizados, fueron puestos en un corral,
totalmente limpio y desinfectado con cal durante 5 dias, y se sometieron a un tratamiento
farmacoldgico posquirargico que consistid6 en la administracion de un antibiotico
(Shotapen®LA o Emicina®), un antiinflamatorio (Meglumina de flunixin®), vy un

analgeésico (Vetalgina®), con dosis de acuerdo a la edad y al peso corporal.
4.2.4.4 Preparacion del tejido testicular

Después de la castracion, las gonadas, tanto izquierda como derecha, fueron separadas del
epididimo, del sistema de conductos y del tejido conectivo, posteriormente, se pesaron de
manera individual mediante una balanza analitica, procesandose los testiculos completos de
los animales neonatales, los de 3 meses restringidos y para los de 3 meses normales
(testigos), se realiz6 una diseccion de la region céntrica del testiculo, aproximadamente de
2a3cmd yde5a6cmden los individuos que presentaban una masa testicular mayor, es
decir, aquellos que correspondian a las edades de 6, 9 y 12 meses; esta porcion de tejido fue
preparada conforme a la técnica histoldgica, utilizando Bouin-Duboscq (Acido picrico
2,4,6-(NO2)3CeH20H, &cido acético glacial CH3zCOOH, Formol puro. Fermont, México)
como un medio de fijacién durante 12 horas, deshidratando con un tren de alcohol en
concentraciones crecientes desde 50%, 70%, 85%, 96% y 100%, durante 2 horas cada uno,

posteriormente, se aclararon con xileno (Etilbenzeno CeHa(CHa)2, J.T.Baker Edo. de Meéx.
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México) y se incluyeron en parafina (Paraplast plus, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield,
MA, USA), para obtener preparaciones fijas con secciones histoldgicas de 7um de grosor
por portaobjetos, mediante un microtomo y se tifieron con la técnica de tincion
Hematoxilina-Eosina (H-E), utilizando Hematoxilina de Harris.

4.2.4.5 Procedimiento para la toma de fotografias histoldgicas

Se evaluaron dos preparaciones histoldgicas por individuo, que correspondieron al testiculo
derecho e izquierdo. Para la toma de fotografias que se utilizaron para cuantificar las
estructuras, la porcion del tejido de cada preparacion histoldgica, fue dividida de manera
manual con un plumoén negro en cuatro cuadrantes, posteriormente, se selecciond la
distancia (1mm?) que fue la misma para todas las preparaciones histoldgicas de cada uno de
los individuos de este estudio, de tal forma que del cuadrante hecho manualmente, se
desplaza a través de los ejes X e Y de la platina del microscopio (graduada en milimetros),
para encontrar la interseccion de los ejes. Cuando se encuentra la distancia correcta y el
tejido de esa zona se encuentra dafiado o se encuentran estructuras que no corresponden al
tejido a cuantificar, es recomiendable desplazarse 1 mm de distancia como maximo (Figura

1).

PREPARACION HISTOLOGICA

Foto2 Fotol

oA e R el

Foto3 =

Figura 16 Diagrama de una preparacion histologica, que representa las cuatro coordenadas, realizadas a través de los ejes
X e'Y de la platina, para la toma de las fotografias histolégicas.
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Para la cuantificacion de estructuras tubulares del epitelio seminifero se utilizé el programa
AnaliSYS 5 Opti Basic®, y un microscopio optico de campo claro (ZEISS Axiostar plus
Serien-NR: 3108012683, Carl ZEISS Weri Gottingen 37081, Gottingen, Germany),
adaptado a una camara digital a color (HBO50 Colorview, Soft Imaging System, No. Serie
423003-9000), la cuantificacion de los tubulos seminiferos se realiz6 a un aumento de 100x
(10 del objetivo x 10 del ocular). Lo primero que se hizo fue seleccionar un area, que tuvo
una dimension de 1301374.38 um?, esta area fue la misma para todas las imagenes

histoldgicas de todos los grupos de individuos que formaron parte de este estudio.

Ademas, se utiliz6 una aplicacién del programa que tenia como funcion, delinear el
contorno de los tubulos seminiferos. Durante la cuantificacion de estructuras, el programa
realiza una base de datos del perimetro de los tbulos seminiferos y arroja los datos de las
siguientes variables: area, perimetro, didmetro mayor, diametro menor y el numero de

tubulos medidos para cada imagen histologica evaluada (Ver anexos, Estudio 11, imagen 2

y 8).

Una vez obtenidos los datos de las medidas de los tGbulos seminiferos, se evalué también
para cada imagen histoldgica, el nimero de espermatidas elongadas, como un indicador de
la prolificidad seminal del individuo, las imagenes con tabulos que cruzaban la region
superior e izquierda y las imagenes sin tubulos que cruzaban la region superior e izquierda,
la presencia de lumen, el porcentaje de epitelio seminifero y el porcentaje de encogimiento
de cada tubulo seminifero, el nUmero de cordones, tubulos por unidad de area y los tubulos

con espermatidas elongadas por unidad de area.
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Figura 17. Disefio del experimento y representacion esquematica de los tratamientos a lo largo de 2 afios de
duracién.

4.2.4.6 Andlisis estadistico

o Se utiliz6 el anélisis de tablas de contingencia para las variables, region del testiculo
(izquierdo o derecho), edad y tratamientos (restringido, testigo), utilizando la prueba de
independencia de chi-cuadrada (PROC FREQ/SAS)

o Se usé el modelo de analisis de varianza (ANOVA) para investigar la relacion que
existe entre las variables tratamientos, edad y espermatidas elongadas (PROC GLM).

o Se investigo la correlacion de las variables ganancia de peso corporal y diametro del

saco escrotal, usando el andlisis de correlaciones de SAS (PROC CORR).
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4.2.5 Resultados y discusion

4.2.5.1 Incremento o prolificidad testicular: cambios de cordones a tubulos.

En el presente estudio, en el grupo AC durante las primeras edades (neonatales y de 3
meses de edad), en su mayoria, se observaron cordones sélidos sin lumen central visible,
esto se debe a que las células germinales, probablemente espermatogonias y células de
Sertoli, se encuentran en etapa de proliferacion mitética, originando un crecimiento de los
tubulos de manera longitudinal, sin embargo, a partir de los 3 meses de edad los tubulos
comienzan a incrementar en diametro debido al surgimiento de espermatidas elongadas que
trae como consecuencia, la aparicion de lumen tubular, esto coincide con lo reportado por
Herrera-Alarcon et al (2007), quienes observaron que hacia la semana 12, en corderos
Blackbelly, se observd un mayor crecimiento en diametro y que esto presentaba una
relacién directa con la aparicion del lumen en los tabulos, asi como con el aumento en

diametro del epitelio seminifero.

La presencia de tabulos con lumen a partir de los 3 meses, es considerado por algunos
autores como el inicio de la pubertad, el comienzo de la espermatogénesis y también la
maduracion de las células de Sertoli (Courot, 1967), que fue lo observado en este estudio,
para los individuos del grupo AC, sin embargo, en los individuos del grupo AR, la

presencia de tubulos seminiferos, fue observada hasta los 9 meses de edad.

Por lo tanto, en este estudio, en general, la transicion, es decir, el cambio de cordones a
tubulos seminiferos, empezé a observarse a la edad de 3 meses (p<0.05) que corresponde a
etapas prepuberales, con un 71.43% de cordones y un 28.57% de tubulos. A la edad de 6

meses, que corresponde a la pubertad, se observd un aumento en el porcentaje de cordones
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(66.67%) y un (33.33%) de tubulos seminiferos (p<0.05) y a la edad de 9 y 12 meses, los

individuos presentaban un 89% de tubulos seminiferos y un 11% de cordones (Grafica 5 y

6).

Presencia de tibulos seminiferos en Testigos
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Gréfica 5. Describe la presencia/ausencia de tibulos seminiferos en testigos a lo largo de un afio.

Presencia de cordones en Testigos

1 Presencia
0O Ausencia

O—
w
=]

MESES

Gréfica 6. Describe la presencia/ausencia de cordones en testigos a lo largo de un afio.
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Para los machos con alimentacion restringida durante la lactancia, presentan la transicion y

maduracion de cordones a tubulos seminiferos, a partir de los 9 meses (Grafica 7 y 8).

Presencia de cordones en Restringidos
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Gréfica 7. Describe la presencia/ausencia de cordones en individuos restringidos a lo largo de un afio.
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Gréfica 8. Describe la presencia/ausencia de tlbulos seminiferos en individuos restringidos a lo largo de un
afo.
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Franca y Rusell (1998) mencionaron que el epitelio seminifero, ocupa aproximadamente
entre el 70 y el 90% del parénquima testicular en la mayoria de los mamiferos. En este
estudio y para todos los individuos que formaron parte, la mayor proporcion de tejido
tubular encontrada fue a la edad de 12 meses, en donde los individuos, presentaban
alrededor del 90%, sin embargo, el desarrollo del tejido tubular fue diferente en individuos

del grupo AC y el AR.

Una de las caracteristicas importantes, observadas en este estudio, fue que el crecimiento de
los testiculos esta correlacionado con el incremento del epitelio seminifero, esto se debe a
que durante las etapas tempranas, existe un incremento en la longitud de los tubulos
seminiferos, mas que el diametro, posteriormente, aparece el lumen tubular y se presenta,
durante etapas peripuberales, un incremento en el didmetro. El desarrollo de los tdbulos
seminiferos en etapas neonatales en ovinos de lana fue descrito por Courot (1962)
demostrando, también, que el aumento en la longitud de los tabulos depende de la

regulacion de hormonas, principalmente, las gonadotropinas LH y FSH (Courot, 1967).

4.2.5.2 Presencia de espermatidas elongadas por edad

En el presente estudio, la presencia de espermatidas elongadas, estructuras que indican
madurez y con ello, la expresion de etapas avanzadas de espermatogénesis, empezaron a
surgir a la edad de 3 meses en los individuos del grupo AC (Grafica 9) y a la edad de 6
meses y a los 9 meses en la mayoria de los individuos que conformaban el grupo AR
(Grafica 10; p<0.05). Estas estructuras, comenzaron a observarse, junto con la aparicion del
lumen tubular, presentando una poblacion mas densa a la edad de 6 meses, en los machos

de AC, que corresponde a la etapa puberal y presentandose en la mayoria de los tubulos
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evaluados y cuantificados (Grafica 11), En ovinos adultos, se ha observado que la
espermatogénesis dura aproximadamente entre 50-53 dias (Sharpe, 1994) y cada una de las
etapas en que se divide (espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis) tiene una
duracién aproximadamente similar entre ellas; las espermétidas elongadas, aparecen hacia
el final de la espermiogénesis y es ésta, la ultima etapa de la formacion del gameto. La
presencia de estas estructuras, han sido descritas en carneros Suffolk, cuyo inicio de la
espermatogénesis fue detectado entre las 10 y 15 semanas de edad, independientemente de
la estacion de nacimiento (Courot et al., 1975) y también en carneros Blackbelly entre las

10 y 12 semanas de edad (Herrera-Alarcén et al., 2007).

Presencia de espermdtidas elongadas del
testiculo derecho e lzquierdo en Testigos
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Grafica 9. Describe el nimero de espermatidas elongadas encontradas en el area tubular evaluada en
individuos testigo a lo largo de un afio.
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Presencia de espermdtidas elongadas del
testiculo derecho e izquierdo en Restringidos
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Gréfica 10. Describe el nimero de espermétidas elongadas encontradas en el area tubular en individuos
restringidos a lo largo de un afio.

Presencia _de espermdtidas elongadas del testiculo
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Gréfica 11. Comparacion entre el nimero de espermatidas elongadas encontradas en el area tubular en
individuos testigos y restringidos a lo largo de un afio.
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4.2.5.3 Correlacion entre la ganancia de peso corporal y el diametro del saco escrotal.

El peso corporal y el didmetro del saco escrotal, presentaron una relacion positiva (p<0.05)
aumentando con la edad, generando una curva de crecimiento, tanto en individuos del
grupo AC, como del grupo AR (Grafica 12 y 13), que en las primeras etapas, es similar a
lo reportado en machos de pelo (Herrera-Alarcén, 2007), esta curva, se incrementa entre
los 3y 6 meses, lo cual concuerda con datos presentados para otras razas (Dyrmundsson,
1973; Hochereau-de-Reviers et al., 1987), después de los 3.5 meses, el crecimiento
continla de una manera gradual hasta la etapa puberal, postpuberal y la etapa adulta

(madurez sexual), similar a lo reportado por otros autores (Crim y Geschwind, 1972).

Las correlaciones (Correlacion de Pearson) observadas entre el diametro testicular y el peso
corporal, para este estudio, fueron muy elevadas, para el grupo AC, obteniéndose una

r=0.97 y para el grupo AR r=0.93.

Incremento en peso corporal durante un afio para
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Grafica 12. Describe el incremento en peso corporal durante un afio para individuos testigos y restringidos.
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Incremento en didmetro escrotal para Testigos y Restringidos
durante un afio.

D 30
I o5
d
m 20
¢ 5
t
r 10
cm
o....
O O 0O 0 3 3 3 6 6 6 9 9 9 12 1212
Meses

B Testigo

- Restringido

Gréfica 13. Describe el incremento en el didmetro del saco escrotal para individuos testigos y restringidos a lo
largo de un afio.

Por lo tanto, el desarrollo del epitelio seminifero en individuos de AC, se presento de la
misma forma que en otras razas de pelo, esto puede comprobarse por la transicion de
cordones a tubulos seminiferos y la aparicion de espermatidas elongadas a los 3 meses de
edad, que es similar a lo encontrado por Herrera-Alarcén et al. (2007). Sin embargo, en
los individuos de AR durante la etapa lactante, el desarrollo del epitelio seminifero fue
lento, presentandose la aparicion de tabulos seminiferos y las primeras espermatidas
elongadas a la edad de 6 meses y siendo mas densas a los 9 meses de edad, presentando una
ganancia diaria de peso menor, asi como un reducido aumento en el didmetro escrotal, al
comparar estas variables con el grupo AC a lo largo del afio de evaluacion. Ademas, se
observd que la deficiencia nutrimental, en relacion al consumo de leche en los individuos
con alimentacién restringida (AR), durante la lactancia, afectan el desarrollo neonatal
normal, esto tiene un efecto directo en los futuros eventos reproductivos del cordero, como
el desarrollo testicular (Nowak y Pondron, 2006). También, se ha reportado que

individuos con alimentacion restringida, son muy sensibles a las variaciones en el consumo
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de alimentos, y a la distribucion de nutrientes en el organismo, esto con la finalidad de
mantener la homeostasis, ademas, la regulacién del eje reproductivo en ellos, depende de la
comunicacion que existe entre el sistema endocrino, nervioso, pero principalmente,
aquellos que estan basados en la energia que proporcionan los nutrientes, en donde el
sistema nervioso central y el testiculo, son blancos primarios para los efectos que ejerce la

nutricion (Scaramuzzi et al., 2006).

De acuerdo a lo observado y analizado en este estudio, es importante generar un mejor
conocimiento del desarrollo de los diferentes componentes del tejido testicular y de los
mecanismos fisiologicos involucrados en la transicion de las poblaciones celulares, asi
como de los factores nutricionales, especialmente durante etapas neonatales y puberales,
que son los periodos de proliferacion y maduracion de las células testiculares, con la
finalidad de mejorar e incrementar la produccidn espermaética en los carneros, lo cual podria

tener un mayor impacto econémico.

4.2.6 Conclusiones

El desarrollo testicular en carneros Pelibuey subnutridos durante la lactancia, presenta un
retraso considerable en el desarrollo del epitelio seminifero en relacién a los machos de
AC, estos por su parte, presentan un desarrollo similar al observado en otras razas. El
incremento en la proporcion del epitelio seminifero y su maduracion esta ligado a la
presencia de espermatidas elongadas, que tiene como consecuencia, la aparicion del lamen
tubular, y a las etapas avanzadas de la espermatogénesis. La nutricion, durante la etapa
lactante y posterior a esta, regula la ganancia diaria de peso corporal y el didmetro escrotal,

generando una relacion positiva durante el periodo experimental.
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V. DISCUSION GENERAL

El objetivo del presente estudio fue analizar los efectos de una restriccion alimenticia
durante dos etapas en el ciclo de vida del carnero. En los estudios llevados a cabo, se
observé que un periodo restringido, ya sea en la etapa de lactancia o en la etapa adulta,
afecta, en gran medida, todos los procesos reproductivos, desde la expresion de conductas
especificas como la conducta reproductiva, hasta la produccion de elementos morfolégicos,
como en este caso, gametos y estructuras tisulares, esto es debido a que los procesos
reguladores que relacionan la nutricion con la reproduccién, son los mismos que controlan
la homeostasis, en donde los componentes de la dieta suministrada, parecen ser
responsables de los cambios a nivel enddcrino, como la secrecién de gonadotropinas,
principalmente, y por lo tanto en los diferentes eventos fisiologicos que se llevan a cabo en
el tsticulo del carnero, ademas, las variaciones en la expresion de respuestas nutricionales,
ejercen una gran influencia, también como factores reguladores de la funcion reproductiva

entre razas y épocas.

Durante el estudio I, en carneros maduros, los cambios en la ingesta de alimentos, que en
este caso particular, consistié de una alimentacion restringida y la administracion de una
dieta experimental (alto contenido energético y proteinico), con la finalidad de mejorar la
calidad del semen, se observaron grandes cambios en la produccidn espermatica a través de
las dos épocas (ER vs AE) y para ambas razas (R1 vs R2). Al respecto Martin et al. (2010)
mencionaron que los cambios drésticos en la nutricion alteran, no sélo la masa total del
tejido testicular, sino también la eficiencia con la cual los espermatozoides son producidos
por las células pregameéticas, esto esta relacionado con los cambios en la talla testicular, de

tal forma que el cambio en el semen eyaculado, se observo hasta la séptima semana después
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de un cambio favorable en la dieta, sugiriendo que los efectos en la eficiencia
espermatogénica, ocurren después de la Gltima division espermatogonial, que corresponde a
la etapa meiotica. Esto es comparable con lo observado en el estudio 1, donde se observo un
aumento gradual en el peso corporal y el diametro testicular a partir de la tercera semana
que corresponde al inicio de la DE, sin embargo, el efecto de la DE, present6 los maximos
valores entre la semana 7 y 8 de la administracion, para ambas razas (R1 y R2), con un

efecto mayor para la R1.

Para una evaluacién de semen en campo, se debe considerar que en las variables seminales
(calidad seminal), influyen los cambios en el fotoperiodo, al respecto Evans y Maxwell
(1987) mencionaron que el efecto del fotoperiodo en ovinos, depende principalmente de la
latitud geogréfica. Para este estudio las razas que originalmente, habitan a los 40°LN como
la R2, se observan diferencias (p<0.05) en los pardmetros seminales durante el anestro
estacional, (Tiempo de respuesta o al eyaculado) y en la ER, se observaron diferencias en
las variables volumen, tiempo de respuesta o al eyaculado, %vivos, normalidad y
concentracion, ademas, Hochereau de Reviers et al. (1985) mencionaron que el efecto del
fotoperiodo en las razas que son muy estacionales, como la R2, la eficiencia
espermatogénica, es incrementada también, a nivel intratesticular por la reduccién en la tasa
de degeneracion (probablemente apoptosis celular) de células germinales que siguen a la

divisién mitética y meidtica en el ciclo espermatogénico.

Por otra parte, en R1, Evans y Maxwell (1987) también mencionaron que con la
disminucion de las horas luz (dias cortos), la produccion seminal debe incrementarse, sin
embargo en las regiones tropicales, se ha observado que esto se manifiestan poco y se

menciona que, las variaciones estacionales en el comportamiento reproductivo de las razas
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gue habitan latitudes tropicales, como por ejemplo, la R1, por lo regular, los cambios en
calidad seminal, estan mas asociados a la disponibilidad de nutrientes, por ello, en este
estudio, se observd, que la produccién seminal, fue afectada por el fotoperiodo (AE),
principalmente en las variables volumen y % de vivos y en la ER en las variables Tiempo al
eyaculado o de respuesta y concentracién, concluyendo que en ambas razas (R1 y R2). En
la ER las caracteristicas seminales, fueron mejores que en el AE y se aprecié un marcado
efecto de la nutricion. Para cada periodo experimental, se necesita considerar la duracion en
tiempo de la DE, asi como del periodo de restriccion alimenticia y como afecta los procesos
reproductivos, principalmente la espermatogénesis, para comprender como se presenta este
evento en cada etapa y por lo tanto tener una mejor comprension de los cambios que

suceden en la calidad seminal.

Del andlisis realizado para el estudio I, en los machos Pelibuey, en general, el desarrollo
del epitelio seminifero en los individuos testigo, presentd un desarrollo normal, si se
compara con otros estudios llevados a cabo en razas de pelo, como el de Herrera-Alarcon
et al. (2007), y también en ovinos de lana por Courot (1962) ambos, sin embargo, en
etapas prepuberales, donde se observd que el desarrollo del epitelio seminifero y
particularmente, la presencia de limen tubular y la aparicion de espermatidas elongadas, se
presentaron en los individuos de 3 meses aproximadamente, sin embargo, los individuos
con restriccion alimenticia presentaron un retraso en el desarrollo de aproximadamente 6
meses, ya que la presencia de lumen tubular, asi como la aparicion de espermatidas
elongadas, se presentaron en un solo individuo a los 6 meses y en los demas a los 9 meses
de edad, sin embargo, se presentaron diferencias (p<0.05), tanto en el peso corporal, como

en el diametro escrotal, en donde se observa que los individuos restringidos, nunca
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alcanzan el peso y didmetro de los individuos testigo. También se observd que el peso
corporal y la circunferencia del saco escrotal, presentaban una alta correlacion, y esto
concuerda con lo encontrado en el analisis y descripcion de los epitelios, ya que la ganancia
de peso corporal y el aumento en el diametro de la circunferencia escrotal estan ligados

también, a los incremento en las dimensiones y a la maduracion del epitelio seminifero.

Por lo tanto, los cambios en la nutricion, durante una etapa restringida, como el periodo de
lactancia, altera el desarrollo del epitelio seminifero y de la misma forma, la eficiencia con
la cual se producen los gametos, de tal forma que, una restriccion alimenticia durante esta
etapa, determina, en gran medida, su vida reproductiva, pues las gonadas crecen antes y
durante la pubertad, y de ello, se deriva que la presencia de tdbulos seminiferos en el tejido
testicular, indican que se esta llevando a cabo, tanto la espermatogénesis, como la
esteroidogeénesis en el testiculo, Martin et al. (2008) mencionaron que los cambios en la
nutricion, afectan la secrecion de gonadotropinas, Unicamente por unas semanas, mientras
que el crecimiento testicular, es afectado por algunos meses, esto influye principalmente en
la tasa de produccion espermaética, que puede verse afectado por meses o de manera
definitiva. Por lo tanto, del estudio histologico realizado, es claro que la nutricion afecta el
nimero y la maduracién de los tabulos seminiferos, asi como la proporcién que estos
ocupan en el tejido testicular. Por lo tanto, se sugiere que en futuras investigaciones, se
debe de enfatizar, principalmente, en los sistemas intratesticulares que son regulados por la
nutricion, ya que esto tiene como finalidad, mejorar la produccion y calidad del semen,
tomando en cuenta, los procesos neuroendocrinos que conducen a cambios en la secrecion
de gonadotropinas, ademas de comprender cémo los factores metabdlicos afectan la

secrecion de androgenos en el carnero y por lo tanto, en su fisiologia tisular.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

En el estudio 1, el efecto de la dieta experimental, inicio en la tercera semana, generando un
incremento gradual y progresivo durante la administracion de la DE, y a partir de la septima
y octava semana se obtuvieron los valores méas elevados, para los carneros (R1 y R2,
respectivamente), en relacion con las variables seminales, fueron mejores en la ER para

ambas razas. El fotoperiodo, afecta las variables seminales en ambas razas (R1 y R2).

En el estudio Il, se observo presencia de estructuras y aumento en las dimensiones de los
tabulos en el testiculo, a partir de los 3 meses. Existe una alta correlacion entre la ganancia
de peso corporal y el didmetro del saco escrotal. La restriccion alimenticia durante la
lactancia, induce un bajo peso corporal, una disminucién en la circunferencia del saco
escrotal, ademés de un retraso de aproximadamente seis meses en el desarrollo del epitelio

seminifero y por lo tanto de la espermatogénesis.
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VIII. ANEXOS ESTUDIO I: LANUTRICION Y SU EFECTO EN LA CALIDAD
SEMINAL EN CARNEROS PELIBUEY Y EAST FRIESIAN

35 @
l I 3.0 Mlimentoddn Diatos exparimentadd (DE) .
= o = 5
EEa25 33 &
z E T 5
23 32 B
3 £ 20 g5
& g
1] L
1.5 33
L)
2 S E
= 10 32 5
g £ B
£ 59
2 05 I P
3 58
o 30
1 2 3 4 5 &6 i 8 G 10 11 semarias
Septiembre Octubre Maoviembre

Gréfica 14. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en el voldmen (mL; barras solida negra y azul para
Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, que en la semana 8 es donde la R1, alcanzé el
mayor valor obtenido durante la fase experimental y en relacién a la circunferencia escrotal (cm; linea punteada gris
y azul claro para R1 y R2; respectivamente), se observo, que en la semana 11, fue cuando se presentd el mayor
didmetro testicular.
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Grafica 15. Epoca de anestro estacional (ER), se representan los cambios en la variable volumen (mL; barras sélidas
negra y azul para R1 y R2; respectivamente), se observa, que en la semana 7 es donde los sementales alcanzaron el
mayor valor obtenido durante la fase experimental y en relacion a la circunferencia escrotal (cm; linea punteada gris
y azul claro para R1 y R2; respectivamente), se observo, que en la semana 10, fue cuando se presento el mayor
didmetro testicular.
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Gréfica 16. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en el Tiempo de Respuesta (min; barras sélidas
negra y azul para Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, que en la semana 1 y 5 es donde
los sementales alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental en la R1 y en la semana 3, la R2
alcanzd su valor méaximo.
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Grafica 17. Epoca de anestro estacional (ER), se representan los cambios en la variable Tiempo de Respuesta (min;
barras sélidas negra y azul para R1 y R2; respectivamente), se observa, que en la semana 9 es donde los sementales
alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental y en relacion a la circunferencia escrotal (cm; linea
punteada gris y azul claro para R1 y R2; respectivamente), se observo, que en la semana 10, fue cuando se presentd
el mayor didmetro testicular.
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Gréfica 18. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en el porcentaje de espermatozoides vivos (%;
barras sélidas negra y azul para Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, que en la semana 4
es donde los sementales de la R1 y R2 alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental.
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Grafica 19. Epoca de anestro estacional (ER), se representan los cambios en la variable porcentaje de
espermatozoides vivos (%; barras solidas negra y azll para R1 y R2; respectivamente), se observa, que en la
semana 8 es donde los sementales alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental.
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Gréfica 20. Epoca reproductiva (ER), se representan los cambios en la variable Normalidad (%:; barras s6lidas negra
y azul para Pelibuey (R1) y East Friesian (R2); respectivamente) se observa, que en la semana 4 es donde los
sementales de la R1 y en la semana 6 para la R2, alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental.
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Grafica 21. Epoca de anestro estacional (ER), se representan los cambios en la variable Normalidad (%; barras
solidas negra y azul para R1 y R2; respectivamente), se observa, que en la semana 10, es donde los sementales
alcanzaron el mayor valor obtenido durante la fase experimental par la R1 y en la semana 5 para la R2.
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ANEXOS ESTUDIO II: EFECTO DE LA SUBNUTRICION POSTNATAL EN EL
DESARROLLO DEL EPITELIO SEMINIFERO DE MACHOS PELIBUEY

APLICACIONES UTILIZADAS PARA LA EVALUACION CELULAR EN
EL PROGRAMA Analysis 5 Opti Basic®

zH analySIS opti basic - [Images (1), Tv5 (63 %)]
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Imagen 1. El icono de “snap shot”, mediante el cual se tomaron las imagenes histologicas. 2. La unidad de

area, expresada en um?y el icono “Closed Polygon” mediante el cual, se realizaron las mediciones de las
areas de las estructuras celulares.
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Imagen 4

Imagen 3. Icono “Touch Count”, mediante el cual se contaron el nimero de tibulos. Imagen 4. Medida del
area de tiibulos seminiferos, mediante el icono “Closed Polygon”.
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Imagen 6.

Imagen 5. Medida del area del lumen de tiibulos seminiferos, mediante el icono “Closed Polygon”. Imagen 6.
Mediante el icono “Create Measurement Sheet” se elabor6 una hoja de célculo.
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Imagen 8.

Imagen 7.Comando para crear una hoja de célculo. Imagen 8. Hoja de célculo en donde se evalué el Area,
Perimetro, Diametro Mé&ximo y Didmetro minimo de cada estructura tubular.
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Imagen 10. Imagen 9. Medidas de diametro de tibulos seminiferos de individuos en edad adulta, mediante
el icono “Closed Polygon”. Imagen 10. Mediante el icono “Touch Count” se cuantificé la presencia o
ausencia de espermatidas elongadas.
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Imagen 12.1magen 11. Mediante el icono “Touched Count”, se cuantifico la presencia o ausencia de
espermatidas elongadas en los tlbulos seminiferos. Imagen 12. Mediante el icono “Closed Polygon, se
cuantificaron las estructuras tubulares del testiculo.
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IMAGENES HISTOLOGICAS Y COMPARACIONES DEL EPITELIO
SEMINIFERO PARA EL ESTUDIO Il EFECTO DE LA SUBNUTRICION
POSTNATAL EN EL DESARROLLO DEL EPITELIO SEMINIFERO DE
MACHOS PELIBUEY

Abreviaturas:

C= Cordones

Ts= Tubulos seminiferos
L= Lamen

Ti= Tejido intersticial
M= Macrodfago

Rt= Rete testis

Ca= Capilar

Lb= Lamina basal

Id= Identificacion
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Neonato (O meses)

Neonato (0 meses) Testigo, Testiculo derecho, Neonato (0 meses) Testigo, Testiculo izquierdo,
Id. Laboratorio y LaROCa: 1 Id. Laboratorio y LaROCa: 1

Neonato (0 meses), Testigo Testiculo derecho, Neonato (0 meses), Testigo, Testiculo
Id. Laboratorio y LaROCa: 2 Izquierdo, Id. Laboratorio y LaROCa: 2
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Neonato, (0O meses), Testigo, Testiculo derecho, Neonato (0 meses), Testigo, Testiculo Izquierdo,
Id. Laboratorio y LaROCa: 3 Id. Laboratorio y LaROCa: 3

Neonato (0 meses), Testigo, Testiculo derecho, Neonato (0 meses), Testigo, Testiculo
Id. Laboratorio y LAROCa: 4 izquierdo, Id. Laboratorio y LaROCa: 4
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3 MESES: Carneros preptberes

RN - /R g -
3 Meses, Testigo, Testiculo Derecho, Id. Laboratorio: 5D, 3 Meses, Testigo, Testiculo izquierdo, Id. Laboratorio:
LaROCa: 156/06. 51, LaROCa: 156/06.

s 0% OO 7 A 4 R ,EbOunQ (

3 Meses, Restringido, Testiculo Derecho, Id. Laboratorio: 10D, 3 Meses, Restringido, Testiculo izquierdo, Id.
LaROCa: 92/512. Laboratorio: 101, LAaROCa: 92/512.
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6 MESES: Carneros puberes

v & P ~ ; F N -
6 Meses, Testigo, Testiculo derecho, Id. 6 Meses, Testigo, Testiculo izquierdo, Id.
Laboratorio: 14D, LaROCa: 208/571. Laboratorio: 141, LaROCa: 208/571

6 Meses, Restringido, Testiculo derecho, Id. 6 Meses, Restringido, Testiculo izquierdo,
Laboratorio 16Dg Id LaROCa: 63/805. Id. Laboratorio 16D, Id LaROCa: 63/805.
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9 MESES: Carneros posptberes-adultos

9 Meses, Testigo, Testiculo derecho, Id. Laboratorio: 9 Meses, Testigo, Testiculo izquierdo, Id. Laboratorio: 18I,
18D, LaROCa: 723/660. LaROCa: 723/660.

RS

L
J‘ Vol N\ J ~ e ,"‘ ‘ 1 g \ 1 ‘ o,
LV W SRR Z 8. & -. il iy {
9 Meses, Restringido con presencia de tdbulos, Testiculo 9 Meses, Restringido con presencia de tdbulos, Testiculo
derecho, Id. Laboratorio: 22D, LaROCa: 192/653. izquierdo, Id. Laboratorio: 221, LaROCa: 192/653.
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— PR g 200 um!

9 Meses, Restringido con presencia de cordones, Testiculo 9 Meses, Restringido con presencia de cordones, Testiculo
derecho, Id. Laboratorio: 20D, LaROCa: 147/719. Izauierdo, Id. Laboratorio 201, LaROCa: 147/719.
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12 MESES: Carneros Adultos

12 Meses, Restringido, Testiculo derecho, 12 Meses, Restringido, Testiculo izquierdo,
Id. Laboratorio 24D, Id. LaAROCa: 256/462. Id. Laboratorio 24l, Id. LaAROCa: 256/462

12 Meses, Restringido, Testiculo derecho, Id. 12 Meses, Restringido, Testiculo izquierdo, Id.
Laboratorio 27D, Id. LaROCa: 135/204. Laboratorio 271, Id. LaROCa: 135/204.

133






	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	CONTENIDO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE GRÁFICAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	I. INTRODUCCIÓN GENERAL
	II. REVISIÓN DE LITERATURA.
	2.1 GENERALIDADES ANATÓMICAS Y FISIOLÓGICAS DE LA GÓNADA DELMACHO: EL TESTÍCULO
	2.1.1 Escroto
	2.1.2 Testículos
	2.1.2.1 Túbulos Seminíferos
	2.1.2.2 Las células de Sertoli
	2.1.2.2a Proliferación y Diferenciación de las células de Sertoli
	2.1.2.3 La barrera hematotesticular
	2.1.2.4 Las células germinales y las células mioides peritubulares
	2.1.2.5 El tejido intersticial y las células de Leydig
	2.1.2.6 El espermatozoide y el semen
	2.1.2.6.1a El espermatozoide

	2.1.2.7 El plasma seminal
	2.1.2.7a Proteínas del plasma seminal


	2.2 ESPERMATOGÉNESIS
	2.2.1 Espermatogénesis
	2.2.2 Espermatocitogénesis
	2.2.3 Meiosis I y II
	2.2.4 Espermiogénesis

	2.3 LA COMUNICACIÓN DE LAS CÉLULAS TESTICULARES Y LA REGULACIÓN DEL AMBIENTE INTRATUBULAR
	2.3.1 La importancia de las células de sertoli en la comunicación intercelular
	2.3.2 La comunicación celular en el intersticio

	2.4 REGULACIÓN HORMONAL DE LA ESPERMATOGÉNESIS
	2.4.1 Mecanismo de acción de las gonadotropinas
	2.4.2 La acción hormonal en el testículo
	2.4.3 Transporte de testosterona en plasma

	2.5 EVALUACIÓN SEMINAL
	2.5.1 Obtención de semen por vagina artificial
	2.5.2 Caracteristicas cualitativas para una evaluación en campo
	2.5.3 Caracteristicas cuantitativas de una evaluación de campo
	2.5.4 La circunferencia escrotal

	2.6 EL FOTOPERIODO EN EL MACHO
	2.6.1 El sistema del reloj circadiano
	2.6.2 El efecto del fotoperiodo en las gonadotropinas y hormonas esteroides

	2.7 LA NUTRICIÓN Y SU EFECTO EN LA FISIOLOGÍA REPRODUCTIVA DEL MACHO
	2.7.1 Interacciones entre nutrición y reproducción
	2.7.2 Efectos de la nutrición en la función testicular

	2.8 EFECTOS DE LA NUTRICIÓN EN LA ETAPA LACTANTE Y ADULTA EN EL MACHO
	2.8.1 Mecanismos fisiológicos de una etapa restringida


	III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	IV. ESTUDIOS REALIZADOS
	4.1 Estudio I. La nutrición y su efecto en la calidad seminal en carneros pelibuey y eastfriesian
	4.1.1 Resumen
	4.1.2 Abstract
	4.1.3 Introducción
	4.1.4 Materiales y Métodos
	4.1.4.1 Ubicación.
	4.1.4.2 Metodología y Tratamientos
	4.1.4.3 Variables seminales y procedimiento de evaluación
	4.1.4.4 Análisis estadístico

	4.1.5 Resultados
	4.1.5.1 Peso Corporal y Circunferencia Escrotal
	4.1.5.2 Producción y calidad del semen

	4.1.6 Discusión
	4.1.7 Conclusiones

	4.2 Estudio II: Efecto de la subnutrición postnatal en el desarrollo del epitelioseminífero de machos pelibuey
	4.2.1 Resumen
	4.2.2 Abstract
	4.2.3 Introducción
	4.2.4 Materiales y Métodos
	4.2.4.1 Ubicación
	4.2.4.2 Manejo General y Alimentación de los animales.
	4.2.4.3 Gonadectomía bilateral, tratamiento quirúrgico y posquirúrgico
	4.2.4.4 Preparación del tejido testicular
	4.2.4.5 Procedimiento para la toma de fotografías histológicas
	4.2.4.6 Análisis estadístico

	4.2.5 Resultados y discusión
	4.2.5.1 Incremento o prolificidad testicular: cambios de cordones a tubulos.
	4.2.5.2 Presencia de espermátidas elongadas por edad
	4.2.5.3 Correlación entre la ganancia de peso corporal y el diámetro del saco escrotal.

	4.2.6 Conclusiones


	V. DISCUSIÓN GENERAL
	VI. CONCLUSIONES GENERALES
	VII. LITERATURA CITADA
	VIII. ANEXOS ESTUDIO I: LA NUTRICIÓN Y SU EFECTO EN LA CALIDAD SEMINAL EN CARNEROS PELIBUEY Y EAST FRIESIAN
	ANEXOS ESTUDIO II: EFECTO DE LA SUBNUTRICIÓN POSTNATAL EN ELDESARROLLO DEL EPITELIO SEMINÍFERO DE MACHOS PELIBUEY
	IMÁGENES HISTOLÓGICAS Y COMPARACIÓNES DEL EPITELIOSEMINÍFERO PARA EL ESTUDIO II EFECTO DE LA SUBNUTRICIÓNPOSTNATAL EN EL DESARROLLO DEL EPITELIO SEMINÍFERO DEMACHOS PELIBUEY




