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RESUMEN

Actualmente, la raza caprina Blanca Andaluza es una raza autdctona calificada
como en peligro de extincidn y cuenta con un reducido nimero de criadores, asi como
con una carencia casi total de datos reproductivos. Por eso, el objetivo principal de
este trabajo ha consistido en determinar las caracteristicas reproductivas de la raza
caprina Blanca Andaluza: pubertad, pico preovulatorio de LH, actividad reproductiva a
lo largo del afio de la hembra y el macho y el efecto de diversos tratamientos
(fotoperiodo artificial y melatonina) en la calidad seminal y congelabilidad del semen
de los machos de esta raza.

Para ello, se han llevado a cabo 5 experimentos. El manejo y desarrollo
experimental se realizd de acuerdo con las directrices espafiolas de proteccién de los
animales utilizados en experimentacion animal (RD 53/2013) y de acuerdo a la
Directiva 2010/63 de la Unién Europea llevandose a cabo por personal entrenado.
Todos los experimentos se realizaron en la Granja Experimental de la Universidad de
Huelva (latitud: 37° 12’ N; longitud 6° 54’ O) que cumple con los requerimientos de la
Comision de la Unién Europea sobre Establecimientos Usuarios de animales de
Experimentacion.

En el primer experimento el objetivo ha sido examinar el efecto de la condicidn
corporal (CC) y del peso vivo (PV), independientemente entre ellos, en el inicio de la
pubertad de chivas nacidas en otofio (noviembre).

Para ello, se utilizaron 36 chivas que se distribuyeron en 3 grupos de acuerdo a
su PV y CC: bajo PV y baja CC (lote BB, n=10), bajo PV y alta CC (lote BA, n=10) y alto
PV y alta CC (lote AA, n= 16). La alimentacidn se ajusté semanalmente en relacion al PV
para asegurar un incremento de entorno a 50 gramos al dia. Cada semana se median el
PV y la CC al igual que se tomaban muestras de sangre para determinar los valores de
progesterona plasmatica. Diariamente se controlaba la actividad estral con machos
vasectomizados provistos de arneses marcadores. La tasa de ovulacion se determind
mediante ecografia a los 10+2 dias tras la deteccidn del estro.

La diferencias en PV y CC entre los grupos al inicio del experimento se
mantuvieron hasta el final, es decir, el grupo BB tuvo a lo largo de todo el experimento

un peso bajo y una CC baja, el grupo BA mantuvo un PV bajo y una CC alta y el grupo
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AA un PV alto y una CC alta, lo que indicaria que los niveles nutricionales empleados
permitieron mantener esas diferencias correctamente, si bien con una tasa de
crecimiento ligeramente inferior a la que se esperaba pero sin diferencias entre los
grupos. Se observd un claro efecto de la CC sobre la fecha de la primera actividad
ovdrica y de la primera salida en celo (P<0,01). El lote AA presentd la fecha mas
temprana de inicio de la pubertad (primer celo detectado) (31 agosto * 2,4 dias) sin
diferencias significativas en comparacién con el lote BA (19 septiembre + 8,7 dias). Sin
embargo, si hubo diferencias significativas con el lote BB que fue el que mds tarde
inicié su pubertad (25 octubre + 7,8 dias) (P<0,001). La primera actividad ovarica se
caracterizd por una mayor incidencia de ovulaciones silentes de duraciéon normal o
corta en el grupo BB que en el grupo AA (50% vs 12,5%, respectivamente, P<0,05). En
cuanto a la tasa de ovulacién del primer celo, no se observaron diferencias entre los
diferentes grupos experimentales.

Por tanto, los resultados del presente trabajo indican que las chivas de raza
Blanca Andaluza, alcanzan la pubertad en su primera época de actividad reproductiva
tras el nacimiento, y la condicién corporal es un factor determinante en el inicio de la
misma. Por lo tanto, tal vez seria de interés, a nivel de explotacidn, establecer un plan
nutricional que permita que las chivas dispongan de una mayor cantidad de reservas
corporales que permita un inicio mas temprano de la pubertad.

El segundo experimento se disefié para determinar si la respuesta y los
acontecimientos que siguen al tratamiento de sincronizacién con esponjas
intravaginales de progesterona (desarrollo folicular, momento de salida en celo, pico
preovulatorio de LH y momento de ovulacidn) varian en funcién de la época aplicacion
(anestro estacional o época de actividad reproductiva) y del nivel de CC en cabras
adultas.

El experimento fue un disefio factorial 4x2, con la CC y la estacion del afio
(anestro estacional y periodo de actividad reproductiva) como factores de variacién. Se
utilizaron 32 hembras vacias adultas que se dividieron en 4 subgrupos de 8 cabras cada
uno en funcién de su CC: £2,25; =2,50; =2,75 y 23,00. Estos subgrupos ya tenian esta
CC al inicio del experimento y se les suministrd una nutricién a lo largo del mismo para
mantener estas diferencias. Las hembras fueron sincronizadas con esponjas

intravaginales de 20 mg de acetato de fluorogestona que fueron retiradas a los 11 dias
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de su colocacion. A cada uno de los animales, dos dias antes de la retirada de Ia
esponja se les inyectaron 400 Ul de eCG y 6 mg de luprostiol. Cada 4 horas durante las
primeras 72 horas tras la retirada de la esponja, se registrd la actividad estral (con 6
machos vasectomizados provistos de arneses marcadores). Durante este periodo de
tiempo, se extrajeron muestras de sangre cada 4 horas para determinar las
concentraciones de LH y con esa misma frecuencia se les realizd ecografia transrectal
con el objetivo de estudiar el desarrollo folicular y determinar el momento de la
ovulacion.

Respecto a la respuesta al tratamiento de sincronizacién, no se observé ningun
efecto del momento de colocacién (estacién) ni de la CC. En cuanto a las
concentraciones basales de LH, si se vieron diferencias segun la estacién, siendo
mayores las concentraciones en las hembras sincronizadas en las estacién
reproductiva que las sincronizadas en anestro estacional (0,71+0,05 vs 0,39+0,05
ng/ml, respectivamente, P<0,001). Sin embargo, no hubo diferencias en este
pardmetro en cuanto a la CC. Se observé una interaccion significativa entre la época de
sincronizacion y la CC sobre las concentraciones basales de LH (P<0,05). Cuando las
cabras fueron sincronizadas en la época de actividad reproductiva, las que tuvieron
unas concentraciones basales mds elevadas fueron aquellas con una CC <2,25.
Mientras que durante el periodo de anestro estacional fueron las cabras con una
CC>3,00. En cuanto al nimero de foliculos, las hembras sincronizadas en anestro
estacional presentaban un mayor numero de foliculos >1cm que las hembras
sincronizadas en la estacién reproductiva (P<0,01). Ademas, el tiempo entre la retirada
de la esponja y la aparicidon del celo, el momento del pico preovulatorio de LH y el
momento de ovulacion fue también menor en estas hembras (P<0,001). La CC tan sélo
modificd el niumero de foliculos antes de la ovulacidn, que fue significativamente mas
bajo en el subgrupo CC=2,50 respecto a los demds subgrupos (P<0,05).

Podemos concluir que la estacién del afio en el que se realiza un tratamiento de
sincronizacion con esponjas vaginales, ha sido el factor mas importante que afecté al
resultado de la sincronizacion, influyendo en el momento de aparicién del celo, el
momento del pico preovulatorio de LH y de ovulacién tras la retirada de la esponja. Sin

embargo, a parte del incremento de las concentraciones basales de LH en las hembras
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sincronizadas en anestro estacional y del nimero de foliculos 21cm antes de la
ovulacidn, la CC no modificéd ningln otro de los parametros estudiados.

El experimento 3 tuvo como objetivo describir la estacionalidad reproductiva
de la raza caprina Blanca Andaluza y determinar si el PV o la CC tienen algun efecto en
el control de la misma, asi como determinar si hay una efecto compensatorio o aditivo
entre estas variables en la modulacion de dicha estacionalidad reproductiva.

Se realizé un diseno factorial 3x2 con la CC y el PV como factores de variacion.
Se utilizaron 84 hembras adultas divididas en tres grupos: CC baja (<2,50; n= 24), CC
media (=2,75-3,00; n= 31), CC alta (=3,25; n=29). A su vez, estos mismos animales,
independientemente del grupo al que perteneciesen por su CC, se dividieron en dos
grupos en funcién de su PV: PV bajo (PV <40 kg; n=44) y PV alto (PV >40 kg; n=40). Se
les suministré una dieta que permitiese mantener estas diferencias durante todo el
experimento, cuyo inicio fue el 20 de enero y concluyé el 26 de junio del afio siguiente.
Semanalmente se determind el PV y la CC asi como las concentraciones plasmaticas de
progesterona mediante la toma de muestras de sangre. Estas muestras de sangre, para
el andlisis de progesterona, sirvieron para determinar la actividad ovarica u
ovulaciones de los animales a lo largo del experimento. La actividad estral se evalué
diariamente con machos vasectomizados provistos de arneses marcadores y la tasa de
ovulacion fue registrada por ecografia transrectal a los 10 + 2 dias tras la deteccion del
celo.

Las diferencias iniciales entre los grupos respecto a la CC se mantuvieron hasta
el final del experimento sin afectar al PV y viceversa. Tanto el PV como la CC tuvieron
una influencia significativa (al menos P<0,05) en el inicio (mas temprano), final (mas
tardio) y duracion de la estacién reproductiva (mayor duraciéon de la misma), con
periodos mas largos de actividad reproductiva en las hembras que tenian por lo menos
una CC>2,75 (P<0,01) y un PV>40 kg (P<0,05). No se observd ninguna interaccién entre
los factores de variacidn estudiados sobre estos parametros indicando que su efecto es
independiente y que no hay compensacién o efecto aditivo entre ellas (PV y CC). La CC
modificd el porcentaje de hembras que mostré actividad reproductiva durante el
experimento, siendo mayor en las cabras que tenian por lo menos una CC>2,75, que en
el grupo con CC<2,50 (P<0,01). Del mismo modo, el PV también lo modificé, siendo

mayor en hembras con un PV>40 kg, que en el grupo con un PV<40 kg (P<0,01). El
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11,7% de las hembras que tenian una CC>2,75 presentaron ovulaciones durante el
periodo de anestro estacional, siendo la primera vez que se ha descrito en razas
caprinas autéctonas espafolas, mientras que ninguna de las hembras con una CC<2,5
tuvo ovulaciones en este mismo periodo. La tasa de ovulacién del primer y ultimo
estro estuvo influenciada por el PV, siendo esta mayor en hembras con PV>40 kg
(P<0,01) pero no por los niveles de condicidn corporal.

Por tanto, estos resultados demuestran que las hembras de raza caprina Blanca
Andaluza tiene una marcada estacionalidad reproductiva mostrando una época de
actividad reproductiva entre agosto y abril y un periodo de inactividad reproductiva
entre mayo y julio. Esta actividad reproductiva a lo largo del afio estd claramente
modulada por la CCy el PV, independientemente entre si. Asi, las hembras de esta raza
necesitan al menos una CC de 2,75 y un PV de 40 kg para reducir el anestro estacional,
siendo en el grupo de cabras que tenian al menos una CC de 2,75 donde hubo hembras
gue ovularon durante todo el experimento, incluyendo el anestro estacional.

En el cuarto experimento, el objetivo fue determinar el patrén de reproduccion
estacional de los machos cabrios de raza Blanca Andaluza y conocer si ésta
estacionalidad influye en la calidad y congelabilidad del semen.

El estudio se llevé a cabo durante un periodo de 20 meses, en el que se usaron
7 machos que fueron mantenidos bajo un fotoperiodo natural. Semanalmente se
determiné el PV, TT (tamafio testicular), las concentraciones plasmaticas de
testosterona y la calidad del semen fresco. Cada 15 dias, se realizaba la congelacion y
almacenamiento del semen obtenido. Los parametros de motilidad y calidad seminal
fueron determinados mediante la utilizacion de un sistema CASA. La valoracion del
semen congelado se realizé dentro de las 24 horas siguientes a su congelacion.

Las concentraciones de testosterona plasmatica registradas fueron altas en
verano y otofio (dias decrecientes) y bajas en invierno y primavera (P<0,001). El PV fue
mayor en el periodo de invierno-primavera (P<0,01). Respecto al porcentaje de
machos que eyaculaban, de machos activos, el tiempo de eyaculado y el volumen, no
se observaron diferencias entre las distintas épocas del afio. Sin embargo, la
concentracion espermaticas, el nUmero total de espermatozoides por eyaculado, y los
valores para la mayoria de los parametros de semen fresco fueron menores durante el

invierno (al menos P<0,05). Tras la congelacidn-descongelacion, la calidad del semen
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recogido en invierno fue mejor que en verano (al menos P<0,05 en los diferentes
pardmetros estudiados que presentaron diferencias significativas).

Por tanto, estos resultados demuestran que los machos de raza Blanca
Andaluza presentan una estacionalidad reproductiva en relacién a las concentraciones
de testosterona plasmaticas, pero sin grandes cambios en el comportamiento sexual
entre las distintas épocas del afio. Respecto a los resultados de las distintas variables
del semen fresco, éstas alcanzaron sus valores mads bajos durante el invierno. Sin
embargo, fue en esta estacion en la que se obtuvieron los mejores resultados de
semen congelado-descongelado.

El quinto y ultimo experimento fue disefiado para comparar los efectos de la
exposiciéon al tratamiento con melatonina exégena (MEL), dias cortos (DC, 8 h de luz:
16 h de oscuridad) y dias largos (DL, 16 h de luz: 8 h de oscuridad) en la actividad
reproductiva, motilidad espermatica y otras variables reproductivas asi como en la
congelabilidad del semen de machos de raza Blanca Andaluza.

Para el desarrollo de este experimento se usaron 14 machos adultos que se
dividieron en 2 grupos de 7 animales cada uno (G1 y G2). Antes del comienzo del
experimento, se sometieron a un periodo de adaptacién de alternancia fotoperiddica
(5 alternancias de 2 meses de DL seguidos de 2 meses de MEL o DC). El periodo
experimental constd de tres intervalos consecutivos de: 2 meses de DC (G1, n=7) o
MEL (G2, n=7); 2 meses de DL (G1+G2, n=14) y 2 meses de DC (G2, n=7) o MEL (G1,
n=7). Los implantes de melatonina se retiraban al final de los dos meses de
tratamiento con MEL y comienzo de los periodos de DL. Semanalmente se determind
el tamafio testicular, las concentraciones plasmaticas de testosterona mediante
muestras de sangre, el PV, el comportamiento sexual y la calidad del semen fresco. Los
parametros de motilidad y calidad seminal fueron determinados mediante la
utilizacidn de un sistema CASA. El semen fue congelado quincenalmente y se valoraron
las mismas variables de calidad que en el semen fresco una vez que era descongelado,
gue se realizaba en las 24 h siguientes a la congelacion.

En los resultados obtenidos se observa que el tamafio testicular no se vio
modificado por ninguno de los tratamientos, a diferencia de las concentraciones de
testosterona, que fueron menores cuando los machos eran sometidos al tratamiento

de DL, que cuando estuvieron bajo el tratamiento con DC o MEL (P<0,01). Tampoco se
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observaron diferencias en el comportamiento sexual entre los distintos tratamientos.
Respecto al semen fresco, durante los DL, los machos tenian unos valores de
concentracion seminal y un nimero total de espermatozoides por eyaculado mayores
que en el tratamiento con MEL o DC (P<0,001) y el volumen de eyaculado fue mayor
en los DL que en el tratamiento con MEL. No se observaron diferencias entre los
tratamientos con MEL o DC en cuanto a la calidad del semen fresco, refrigerado o
congelado-descongelado. Tan sélo algunas variables de calidad del semen fresco se
vieron mejoradas por el tratamiento con MEL o DC (P<0,05) en comparacion con el
tratamiento con DL.

Con los resultados descritos podemos concluir que, en los machos caprinos de
raza Blanca Andaluza, el tratamiento con 2 meses de DC da lugar a un semen de
calidad similar al obtenido con 2 meses de tratamiento con melatonina exdgena.
Respecto a la actividad reproductiva, las concentraciones de testosterona estan
asociadas al tratamiento al que son sometidos los animales, presentando altas
concentraciones durante los tratamientos con DC y MEL y bajas concentraciones
cuando eran sometidos a DL. Por ultimo, el tratamiento con MEL mejora las variables
de motilidad del semen fresco pero no mejora la motilidad del semen congelado-

descongelado respecto a la registrada en los tratamientos con DL o DC.
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SUMMARY

Nowadays, the Blanca Andaluza goat breed is an endangered local breed with a
small number of breeders as well as an almost total lack of reproductive data.
Therefore, the main objective of this work was to determine the reproductive
characteristics of the Blanca Andaluza goat breed: puberty, preovulatory LH surge,
seasonality of males and females and the effect of some treatments (artificial
photoperiod and melatonin) on the semen quality and his freezability.

To achieve these objectives, we have done five experiments. The handling and
experimental development were performed in strict accordance with Spanish
guidelines for the protection of experimental animals (RD 53/2013) and with the
Directive 2010/63 of the European Community, and were conducted by trained
people. All experiments were performed at the University of Huelva experimental farm
(latitude: 37° 12’ N; longitude 6° 54’ W) that meets the requirements of the European
Community Commission for Scientific Procedure Establishments.

In the first experiment, the objective was to know the effect of body condition
score (BCS), independently of bodyweight (BW), on the onset of puberty in Blanca
Andaluza female kids born in Autumn (November).

Thirty-six female kids were distributed into three groups according to their BW
and BCS: low BW and low BCS (LL, n =10), low BW and high BCS (LH, n =10), and high
BW and high BCS (HH, n = 16). Feeding was adjusted weekly so that the animals would
gain ~50 g per day. Oestrus was checked daily using young vasectomised bucks fitted
with marking harnesses. The ovulation rate was determined by transrectal
ultrasonography 10+2 days after the identification of oestrus. Plasma samples were
obtained weekly for progesterone determination. Changes in BW and BCS were also
recorded weekly.

The differences in BCS and BW between groups at the beginning of the
experiment were maintained until the end, that is, the LL group had low BW and low
BCS, the LH group maintained low BW and high BCS and the HH group high BW and
high BCS. Thus, the feed provided allowed the animals to grow, albeit at a rate slightly
lower than expected, with no differences in growth rate between groups. The BCS had

a clear effect on the date of first ovarian activity and first detected oestrus (P<0.01).
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The HH group experienced the earliest onset of puberty (first detected oestrus) (31
August * 2.4 days) although no significant difference was seen compared with the LH
group (19 September * 8.7 days). However, a significant difference was recorded in
comparison with the LL group (25 October + 7.8 days) (P<0.001). The first ovarian
activity was characterised by a higher incidence of silent ovulations of short or normal
duration in the LL group than in the HH group (50% vs 12.5%, respectively, P<0.05). No
effect of experimental group was observed on ovulation rate.

Therefore, the results of the present work indicate that, Blanca Andaluza
female kids reach puberty in their first natural breeding period after birth, and that
BCS is a determining factor in the onset of puberty. It may therefore be profitable to
plan nutrition that allows for the earlier and greater accumulation of body reserves.
This would allow breeding to occur at an earlier age.

The second experiment was designed to determine whether the response and
the events that follow the synchronisation by intravaginal progestagen sponge
treatment (follicular development, the timing of oestrus, the preovulatory LH surge
and ovulation) are modified by the moment of application (seasonal anoestrus or
breeding period) and by the body condition score (BCS) in adult female Blanca
Andaluza goats.

The experimental design was a factorial 4x2, with BCS and season (seasonal
anoestrus and breeding period) as factors of variation. Thirty-two adult, non-pregnant,
does were used. The animals were distributed into four subgroups with 8 goats each,
based on their BCS: £2.25; =2.50; =2.75 y 23.00. The subgroups have already had their
BCS at the beginning of the experiment, and they were fed to maintain it until the end.
The does were synchronised using intra-vaginal sponges impregnated with 20 mg of
fluorogestone acetate that were removed 11 days after insertion. Two days before
sponge removal, 450 IU of eCG plus 6 mg luprostiol were injected into each animal.

Every 4 h over the 72 h following sponge removal, oestrous activity was
registered (in the presence of six vasectomised bucks fitted with marking harnesses).
During this period of time, blood samples were collected each 4 hours to determine
the LH concentrations. At the same time, with the same frequency, the ovaries were
examined by transrectal ultrasonography to study the follicular development and the

moment of ovulation.
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With respect to the percentage of females that responded to synchronisation
treatment, no significant differences were observed between does of different BCS or
those treated in different seasons. In relation to basal LH concentrations, higher basal
LH concentrations were recorded for animals synchronised in the breeding season
compared to those synchronised in seasonal anoestrus (0.71+0.05 vs 0.39+0.05 ng/ml,
respectively, P<0.001). However, no differences in basal LH levels were observed with
respect to BCS within the different season groups. The interaction season x BCS did,
however, have a positive influence on basal LH (P < 0.05). Among the does
synchronised during the breeding season, higher basal LH concentrations were
observed in the £2.25 BCS subgroup. In those synchronised during seasonal anoestrus,
basal LH concentrations reached their highest in the 23.00 BCS subgroup. With respect
to the number of follicles, does synchronised in seasonal anoestrus produced a large
number of follicles 21cm than those synchronised during the breeding season (P<0.01).
In addition, the elapsed time between sponge removal and the onset of oestrus, the
LH surge and the time of ovulation, was shorter in those does (P<0.001). The BCS only
modified the number of follicles present in the ovary just before ovulation; this
number was lower in the group with BCS = 2.50 than in the other groups (P<0.05).

These results demonstrate that the season at the time of synchronisation by
intravaginal sponge progestagen treatment was the most important factor affecting
the outcome of synchronisation treatment: the times to the onset of oestrus, the LH
surge and ovulation were shorter in does synchronised during seasonal anoestrous
after sponge removal. However, other than increasing the basal LH concentration in
the does synchronised during seasonal anoestrus, and the number of follicles 21 cm
before ovulation, BCS would appear to have no direct effect on the studied variables.

The aim of the third experiment was to describe the seasonal pattern of Blanca
Andaluza goats and the influence of BCS and BW as modulators of reproductive
activity, and to determine whether there is any additive or compensatory interaction
between these variables.

The experiment had a 3 x 2 factorial design including BCS and BW as factors of
variation. Eighty-four adult female goats were used. The animals were assigned to
three experimental groups based on their BCS: BCS (<2.50; n= 24), BCS (=2.75-3.00; n=

31), BCS (=3.25; n=29). The same animals, irrespective of the BCS group categorization,
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were also divided into two groups depending on BW: low BW (PV <40 kg; n=44) and
high BW (PV >40 kg; n=40). They were fed to maintain the differences between groups
during the experiment, which started on January 20™ and finished on June 26™" of the
next year. Weekly, BW and BCS were determined and blood samples were taken to
know the plasma progesterone concentrations. Ovulations were determined by
monitoring the plasma progesterone concentration. Oestrus was evaluated daily using
vasectomised males. The ovulation rate was assessed by transrectal ultrasonography
10 + 2 days after the identification of oestrus.

The initial differences in BCS and BW between groups were maintained until
the end of the experiment. Both BCS and BW had a significant (at least P < 0.05)
influence on the onset (earlier), the end (later), and the duration of the breeding
season (longer), with longer periods of reproductive activity recorded in does with a
BCS>2.75 (P<0.01) and a BW>40 kg (P<0.05). No significant interaction between these
variables was observed; this indicates that the effect is independent and there is not
an additive or compensatory effect between them (BW and BCS). The BCS modified
the percentage of females that showed reproductive activity over the duration of the
experiment, which were higher in the groups with, at least, a BCS>2.75 than females
with a BCS<2.50 (P<0.01). Similarly, BW modified the percentage of females that
showed reproductive activity, which was higher in females with BW>40 kg than in the
group with a BW<40 kg (P<0.01). Some (11.7%) of the does in the groups with animals
of BCS = 2.75 had ovulations during seasonal anoestrus. This result is the first time that
is described in Spanish autochthonous goat breeds. None of the does with a BCS of
<2.5 had ovulations during the same period. Ovulation rate of the first and last oestrus
was influenced by BW, with a greater ovulation rate in the does with a BW>40 kg
(P<0.01) but not because of BCS.

Therefore, these results demonstrate that Blanca Andaluza goats show a
marked reproductive seasonality with a breeding season between August and April
and an anoestrus period between May and June. This reproductive activity during the
year is clearly and independently modulated by BCS and BW. So that, females of this
breed may need at least a BCS of 2.75 and a BW of 40 kg for seasonal anoestrus to be
reduced. The females that had ovulations during the whole experiment (including the

seasonal anoestrus) were in the group with, at least, a BCS of 2.75.
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In the fourth experiment, the objective was to determine the seasonal
reproductive pattern of Blanca Andaluza bucks, and whether this affects the quality of
their semen and its freezability over the year.

Over a period of 20 months, seven bucks were maintained under natural
photoperiod conditions, and their BW, TW, plasma testosterone concentration and
fresh sperm quality were determined weekly. Every two weeks, the collected sperm
was cryopreserved and stored. Kinematic motility variables and semen quality were
measured using a CASA system. The evaluation of the thawed semen were within 24
hours after thawing.

High plasma testosterone concentrations were recorded during the summer
and autumn, and low concentrations were recorded during winter and spring
(P<0.001). The BW was greater during winter-spring period (P<0.01). No differences
were seen between seasons in terms of the percentage of bucks ejaculating, the
percentage of active bucks, the animals’ ejaculation latency, or ejaculate volume.
However, the sperm concentration, the total number of sperm per ejaculate, and the
values for most fresh sperm variables were lower during the winter period (at least
p<0.05). After freezing-thawing, the quality of winter-collected sperm was better, in
some respects, than that of summer-collected sperm (at least P<0.05, in the different
studied parameters with significant differences)

In conclusion, these results reveal that Blanca Andaluza bucks show seasonal
reproductive activity in terms of their plasma testosterone concentration, but no clear
change in their sexual behaviour between seasons was observed. In relation to results
of the values of fresh sperm variables, these reached their lowest values during winter.
However, after freezing-thawing, winter-collected sperm is the best quality semen.

The last experiment was designed to compare the effects of exposure to
exogenous melatonin treatment (MEL), short days (SD, 8 h of light: 16 h of darkness),
and long days (LD, 16 h of light: 8 h of darkness), on reproductive activity, sperm
motility and other reproductive variables as well as semen freezability of Blanca
Andaluza bucks.

For the development of this experiment, fourteen adult males were spilt into
two groups of seven animals (G1 y G2). Before the experimental period, bucks were

submitted to an adaptation period of photoperiodic alternations (five alternations of 2
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months of LD followed by 2 months of MEL or SD). The experimental period consist of
three consecutive intervals of: 2 months of SD (G1, n=7) or MEL (G2, n=7); 2 months of
LD (G1+G2, n=14) and 2 months of SD (G2, n=7) or MEL (G1, n=7). The implants were
removed at the end of MEL treatment and before the onset of the LD treatment.
Weekly, testicular weight, plasma testosterone concentrations through blood samples,
body weight, sexual behaviour and fresh semen quality were determined. Kinematic
motility variables and semen quality were measured using a CASA system. Semen was
also cooled and frozen—thawed every fortnight, and the same quality variables were
measured as for fresh sperm within 24 h after thawing.

The results show that the testicular weight was not modified by any of the
treatments, unlike testosterone concentrations, that were lower when males were
submitted to the LD treatment than when males were under SD or MEL treatment
(P<0.01). No differences were seen between treatments in terms of sexual behaviour.
In relation to fresh semen, during LD treatment, bucks had higher values for the semen
concentration and total number of sperm per ejaculate than the MEL or SD treatments
(P<0.001) and the ejaculate volume was higher when animals underwent LD compared
to MEL treatment. No differences were seen between the MEL and SD treatments in
terms of fresh, cooled or frozen—thawed sperm quality. Only some quality variables on
fresh semen were improved by MEL and SD treatment (P<0.05) in comparison with LD
treatment.

In conclusion, the results of the present experiment showed that, in Blanca
Andaluza bucks, two months of SD treatment provide semen of a quality equal to that
achieved with two months of exogenous MEL treatment. About reproductive activity,
testosterone concentrations was associated with the treatment to which the animals
were subjected, with high testosterone concentrations recorded during the MEL and
SD treatments and low concentrations during the LD treatment. Finally, the MEL
treatment improved the fresh semen motility variables, but this did not improve the

motility of frozen—thawed sperm over that recorded for either SD or LD treatment.
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JUSTIFICACION

La ganaderia es una actividad econdmica muy antigua cuyo fin principal es la
cria del ganado para la obtencidn y aprovechamiento de sus productos. Asi, desde la
antigliedad se han explotado distintas especies, entre las que se encuentra el ganado
caprino, para satisfacer las necesidades humanas. Las producciones principales de esta
especie son la carne y la leche, como producciones secundarias las pieles y los cueros
y, finalmente, el estiércol se aprovecha como subproducto.

Este ganado caprino se caracteriza por su agilidad, rusticidad y habilidad para el
pastoreo, siendo su explotacién de forma tradicional principalmente extensiva o
semiextensiva que influye en gran medida los sistemas de explotacién en los que se
utilizan, la disponibilidad de alimentos que puedan utilizar los animales y en gran
medida a su actividad reproductiva. Sin embargo, en el caso de los caprinos
productores de leche, su explotacién ha pasado a ser intensiva.

La mayor parte de los pequenos rumiantes, a nivel mundial, se localizan a una
latitud comprendida entre los 35°N y 35°S (Lindsay, 1991), cuyas caracteristicas
climaticas se denominan como "Mediterraneas" (Martin y cols., 2002). En esta area la
estrategia reproductiva basada Unicamente en la sefial fotoperiddica como reguladora
de la actividad reproductiva puede no ser la mdas importante (Martin y cols., 1994) ya
gue se caracteriza por importantes oscilaciones en la disponibilidad de alimentos a lo
largo del ano. Estos hechos hacen que los ganaderos que explotan a los caprinos
mediterraneos, criados en sistemas extensivos o semiextensivos, hayan adaptado
estrategias reproductivas que implican que la respuesta al fotoperiodo pueda ser
modulada por otros factores ambientales como la nutricidon-condiciéon corporal o
sociales como el efecto macho (Lindsay, 1996).

En Espafia, existen numerosas razas dentro de esta especie y entre ellas hay
algunas que estan en peligro de extincién. Una de ellas es la raza caprina Blanca
Andaluza. Esta raza alcanzo un censo importante hasta los afios ochenta, debido a sus
ventajas ecoldgicas, gracias al mantenimiento del ecosistema mediterrdneo vy
econdmicas y sociales y gracias al mantenimiento de la poblacién en las zonas mas
desfavorecidas. A partir de estos afios se impuso la explotacidon caprina lechera,

desplazando a los rebafios extensivos de Blanca Andaluza. En primer lugar, fue
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desplazada geograficamente por razas lecheras como la Malaguefa y la Murciano-
Granadina y en segundo lugar, gracias al cruce indiscriminado con las mencionadas
razas lecheras. Hace ya algunos afos, Rodero y cols. (1995), en el libro titulado
“Conservacién de las Razas Autdctonas Andaluzas en Peligro de Extincién”, indicaban
gue la raza Blanca Andaluza estaba ya al borde de la extincion, era una poblacién casi
desconocida desde el punto de vista cientifico, estaba completamente desestructurada
y habia perdido su sitio desde el punto de vista comercial. Actualmente, la raza caprina
Blanca Andaluza es una raza autéctona calificada como en peligro de extincion. Cuenta
con un reducido numero de criadores, asi como con una carencia casi total de datos
reproductivos. Por ello, se hace necesario caracterizar su actividad reproductiva asi
como la conservacion del material genético mediantes la congelacién del semen. De
este modo, en primer lugar se pretende conocer el inicio de la pubertad de chivas y
caracterizar la actividad reproductiva de la hembra de esta raza con el fin de poder
mejorar y optimizar el manejo reproductivo en las explotaciones ganaderas. Por otro
lado, y con el fin de garantizar la conservacién de la misma, se pretende desarrollar un
banco de semen que contribuya a la supervivencia ex situ de la raza. Para ello, se
proponen distintas experiencias al objeto de conocer la influencia del nivel de reservas
corporales y el peso vivo sobre diferentes pardmetros reproductivos de la hembra:
inicio de la pubertad, la actividad reproductiva, pico preovulatorio de LH vy
estacionalidad reproductiva de la hembra. En el caso del macho, estudiar la
estacionalidad de los mismos y la congelabilidad del semen a los largo del afio asi
como determinar el efecto de la melatonina exdgena y fotoperiodo sobre la calidad y

congelabilidad del semen obtenido en diferentes épocas del afio.
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ACTH
BOE

CASA

CcC

cm

CRH

DC
DL
E>

eCG

FGA
FPM
FSH

FSHp

GH

GHRH

GnRH

Adenocorticotropina
Boletin Oficial del Estado
Sistemas de Analisis de
Semen Asistido por
Ordenador

Condicién Corporal

Centimetro

Hormona Liberadora de
Corticotropina

Dias Cortos
Dias Largos
Estradiol

Gonadotropina Coridnica
Equina

Acetato de fluorogestona
Motilidad progresiva
Hormona Foliculo Estimulante

Hormona Foliculo Estimulante
Porcina

Hormona del Crecimiento

Hormona Liberadora de
Somatotropina

Hormona Liberadora de
Gonadotropinas

Horas

hCG

IGF

kg

LH
LIN
MEL
mg
min
ml
mm
MSH
MSHRH/
MSHI
MT,
MUA
ng

°C

P8

Pg

PGF2q

Gonadotropina Coridnica
Humana

Factor de crecimiento de la
insulina

Kilogramos

Hormona Luteinizante
indice de Linealidad
Melatonina
Miligramos

Minutos

Mililitros

Milimetros

Hormona Melanocito
Estimulante

Hormona
Liberadora/Inhibidora de Ia
Intermedina

Receptores de Melatonina
Unidad Multiple de Actividad
Nanogramos

Grados Celsius

Picogramos

Progesterona

Prostaglandina F2alfa
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PRH+PIH

PV

RD

STR

TRH

TSH

T

Ul

VAP

VCL

VSL

WOB

PRH+PIH

PV

RD

STR

26

Hormona
Liberadora/Inhibidora de
la Prolactina

Peso Vivo

Real Decreto

Porcentaje de Rectitud

Hormona Liberadora de
Tirotropina

Hormona Tiroestimulante
Tamanfo Testicular
Unidades Internacionales
Velocidad Media
Velocidad Curvilinea
Velocidad Rectilinea
indice de Oscilacién
Hormona
Liberadora/Inhibidora de
la Prolactina

Peso Vivo

Real Decreto

Porcentaje de Rectitud
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1. ACTIVIDAD REPRODUCTIVA EN LA CABRA

1.1. FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL EN CAPRINO

El ciclo sexual o estral se puede definir como el conjunto de cambios
morfoldgicos y fisiolégicos que ocurren en los ovarios y el tracto genital que conducen
a la expresion del estro (fase de receptividad de la hembra al macho) y la ovulacién, asi
como la preparacion del tracto genital para la cépula, fertilizacién y la implantacién
embrionaria (Fatet y cols., 2011). Respecto a la duracién del ciclo estral, existen
diferentes estudios en la especie caprina. Estos estudios sugieren que la mayoria de las
cabras presentan un ciclo de una duracién de 19 a 21 dias (Shelton, 1960; Carrera y
Butterworth, 1968; Devendra y Burns, 1970).

El ciclo estral se divide en dos fases: fase folicular y fase luteal. Cada una de
estas fases se subdivide a su vez en dos, la fase folicular en proestro y estro y la fase
luteal en metaestro y diestro.

La fase folicular tiene una duracién de unos 5 dias aproximadamente donde se
produce el desarrollo de la oleada folicular, maduracion de los foliculos
gonadotropina-dependientes que da lugar al foliculo ovulatorio y que finaliza con la
ovulacion. Esta fase folicular se divide en proestro, donde ocurren tres eventos: el
reclutamiento, la seleccion y la dominancia folicular. En el reclutamiento, un nimero
de foliculos comienza su fase final de crecimiento y entran en la foliculogénesis
gonadotropina dependiente; en la seleccidn, el nimero de foliculos en crecimiento se
vuelve igual al nimero de ovulaciones, como consecuencia, el foliculo ovulatorio
comienza a ser dominante y los foliculos restantes entran en atresia. Generalmente, se
asume que el foliculo de mayor tamafio sera el seleccionado para la ovulacién pero el
proceso es muy complejo. Durante la fase de dominancia, sucede el crecimiento vy la
maduracion del foliculo preovulatorio (Figura 1). Finalmente, se llega a la segunda
parte de la fase folicular, que es la fase estral que abarca desde que comienza el
comportamiento estral hasta la ovulacién (Driancourt, 2001). Desde el punto de vista
hormonal, esta fase folicular se caracteriza porque la FSH secretada por la
adenohipdfisis estimula el crecimiento folicular. Una cohorte de foliculos

gonadotropina-dependientes de 2-3 mm de didmetro se reclutan; de estos foliculos,
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s6lo de 2 a 3 alcanzan los 4 mm de didmetro y son seleccionados para la fase de
dominancia. Bajo la influencia de la LH, alcanzan la etapa preovulatoria (6-9 mm),
mientras que los foliculos subordinados degeneran. El incremento en las
concentraciones periféricas de 17B-estradiol, secretado por los grandes foliculos,
induce el comportamiento estral y actia como un retrocontrol positivo en el eje
gonadotrépico. Como consecuencia de lo anterior, el incremento en la secrecién de la
GnRH induce el pico preovulatorio de LH, el cual da lugar a la ovulacion 20-26 h mas
tarde y posteriormente la luteinizacion de las células foliculares (Fatet y cols., 2011).
En zonas templadas, el proestro dura unas 12 horas, mientras que el estro varia de 12
a 36 horas y la ovulacién ocurre entre las 12 a las 36 horas tras la aparicion del estro

(Smith, 1980).

Tamaiio folicular (mm) Ovulacién
A

16
SELECCION

(Cohorte de
foliculos
ireclutados

3

A 4

DOMINANCIA

&

RECLUTAMIENTO

>

Dias del ciclo
Figura 1: Principales eventos que ocurren durante la oleada folicular. Se representa
la oleada ovulatoria, pero los mecanismos son similares en las oleadas anovulatorias

(Adaptado de Driancourt, 2001).

Respecto al comportamiento estral, Beach (1976) propone tres conceptos que
representan las caracteristicas de las hembras mamiferas cuando estan en celo. La
atraccidn, que se refiere a los hechos que atraen y motivan las respuestas sexuales del
macho. La proceptividad, que incluye las diferentes reacciones de la hembra hacia el

macho, las cuales determinan que la hembra acepta una interaccién sexual con el
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macho. Por ultimo la receptividad, que se define como las respuestas y actitudes de la
hembra necesarias para la copula. Los signos externos de comportamiento son mds
marcados en cabras que en ovejas. La cabra en celo esta agitada, bala frecuentemente,
agita la cola rapida y constantemente, tiene una reduccién del apetito, presenta la
vulva edematizada y con secreciones (Zarrouk y cols., 2001). Otro comportamiento
caracteristico de la especie caprina (aunque también se describe en bovinos) es la
monta a otras hembras (Katz y Mcdonald, 1992). Como en casi todos los mamiferos,
existen evidencias de que los esteroides ovaricos juegan un papel en el control del
comportamiento sexual en los rumiantes domésticos. En primer lugar, las hembras
ovariectomizadas no expresan ningin comportamiento sexual. Y, en segundo lugar, en
las especies estacionales, la proporcién de hembras en estro estd directamente
relacionada con la proporcién que ovula (Thimonier y Mauléon, 1969). La observacion
de los cambios hormonales que ocurren alrededor del estro en los rumiantes
domeésticos y roedores muestra que un incremento en la concentracidon de estradiol
(E2) siempre precede la expresién del comportamiento estral de 1 a 2 dias después
(Morali y Beyer, 1979). En ovejas, cabras y vacas, la expresiéon del comportamiento
sexual durante la época de actividad reproductiva es precedida por 12-15 dias de fase
luteal con altas concentraciones de progesterona en plasma. Las concentraciones de
estradiol, aumentan cuando el cuerpo lUteo ha regresado y las concentraciones de
progesterona han disminuido (Fabre-Nys y Gélez, 2007).

La fase luteal se inicia desde el momento de la ovulacion. Aproximadamente a
los 5 dias del estro, las células del foliculo ovulatorio se transforman en células luteales
formando el cuerpo luteo. Estds células secretan progesterona, aumentando la
concentracién hasta altos niveles (>1 ng/ml) durante 16 dias. Al final de esta fase
luteal, 16-18 dias tras el estro, la prostaglandina F.4 secretada por el Utero ingravido
induce la regresion del cuerpo luteo, conocida como luteolisis, disminuyendo las
concentraciones de progesterona. A su vez, la fase luteal también se subdivide en dos
fases: la fase de metaestro, en la que las concentraciones de progesterona van
aumentando, y diestro, que corresponde con el periodo en el que las concentraciones
de progesterona estan en los mas alto y va a comenzar la luteolisis (Fatet y cols., 2011).

(Figura 2)
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Figura 2: Representacion esquematica de los diferentes eventos fisioldgicos
ocurridos durante el ciclo estral en la cabra: patron de desarrollo folicular, ciclo ovarico

y regulaciones endocrinas. Adaptado de Baril y cols. (1993) y Evans (2003).

Simultdneamente, durante el ciclo estral, ocurren cambios en el tracto genital
que facilitan el transporte de esperma, la fecundacidén y la preparaciéon para la
implantacion embrionaria. La mucosa vaginal, cervical y uterina se ponen congestivas y
con aspecto edematoso en el momento del estro, asociado al alto nivel de estrégenos
(Hamilton y Harrison, 1951). Ademas también se secreta un mucus cervical que

controla y dirige la migracién espermatica.

1.1.1. CONTROL NEUROENDOCRINO

La funcidn de la reproduccién esta controlada por las neuronas productoras de
GnRH en el cerebro, las cuales proporcionan estimulo a las células gonadotropas de la
adenohipdfisis. La secrecidn pulsatil de GnRH en el sistema portal hipotdlamo-

hipofisario estimula directamente la secrecidon de FSH y LH (Clarke, 1987, 1996). Estas
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hormonas estimulan la produccién de esteroides sexuales y la formacién de gametos.
A su vez, los esteroides sexuales ejercen un control de retroalimentacion de la GnRH y
la secrecion de gonadotropinas a través de un feedback negativo a corto y largo plazoy

una retroalimentacién positiva transitoria en hembras (Clarke, 1987) (Figura 3).

Estacion Presencia de Alimentacion
machos

Fotoperiodo
X Olfato
Retina

Gldndula pineal i

Neuronas secretoras
de GnRH hipotaldamica

Retroalimentacién negativa y positiva Hipdfisis Retroalimentacién negativa

anterior

!

LH, FSH
(y Prolactina)

Estradiol y progesterona €——— ——> Testosterona

Comportamiento Comportamiento
de celo Ovulos Espermatozoides sexual

Figura 3: Relacion entre los factores medioambientales, el sistema nervioso
central, la hipdfisis y las gdnadas en la especie caprina. Adaptada de Chemineau vy

Delgadillo (1994).

1.1.1.1. CONTROL HIPOTALAMICO

El hipotalamo es un area del diencéfalo que forma el suelo del tercer ventriculo
y que incluye al quiasma o&ptico, el tuber cinereum, los cuerpos mamilares y la
eminencia media. El hipotdlamo produce péptidos y aminas que actian sobre la
hipdfisis para producir: 1) hormonas trépicas, las cuales a su vez influyen sobre la
produccién de hormonas por parte de los tejidos endocrinos diana o, 2) hormonas que

directamente producen un efecto bioldgico en los tejidos. Ademas, también es el
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centro de control de un gran numero de vias de control del sistema nervioso
auténomo.

Las neurohormonas producidas en el hipotdlamo se conocen como hormonas
liberadoras, porque su principal funcién es estimular la secrecién de las hormonas que
se originan en la hipdfisis anterior. Estas hormonas son la hormona liberadora de
tirotropina (TRH), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona liberadora
de corticotropina (CRH), hormona liberadora de la somatotropina (GHRH), hormona
liberadora/inhibidora de la prolactina (PRH+PIH), y hormona liberadora/inhibidora de
la intermedina (MSHRH/ MSHI). Entre ellas se encuentra la GnRH, de gran importancia
en la reproduccién, que es vehiculada a través del sistema porta hasta la hipdfisis

anterior.

- HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es el factor del cerebro que
ofrece la transmision primaria al eje reproductivo. Sin GnRH, las génadas no funcionan
(Clarke y Pompolo, 2005).

La GnRH es un péptido de 10 aminoacidos que fue caracterizado por primera
vez en los mamiferos (Amoss y cols., 1971; Matsuo y cols., 1971). La mayoria de las
neuronas productoras de GnRH estan localizadas en el area medial predptica,
adyacente al organum vasculosum lamina terminalis (Hamada y cols., 1992) y se
almacena en la eminencia media. Las neuronas preépticas de GnRH se proyectan a la
eminencia media mediante dos rutas: una via ventrolateral sobre el tracto dptico y una
periventricular a lo largo del tercer ventriculo (Lehman y Karsch, 1993)

En general se piensa que la secrecion de GnRH esta gobernada por dos
mecanismos de control distintos: el pulsatil y la descarga ovulatoria (Karsch y cols.,
1984; Goodman 1994; Sisk y Foster 2004) (Figura 4). En el primer caso, se generan
descargas intermitentes en los vasos portales y de esta forma se regula la secrecién
pulsatil de LH en la circulacion periférica. La frecuencia de pulsos de LH es un
determinante critico del desarrollo gonadal y de la secrecién de esteroides, tanto en
machos como en hembras. Por el contrario, la descarga ovulatoria, genera una

descarga brusca y masiva de GnRH y LH para inducir la ovulacién en la hembra. Este
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ultimo modo, es activado por un incremento de estradiol (E;) en el periodo

preovulatorio (Karsch, 1984; Goodman, 1994).

Hipotdlamo
Centros de control de secrecion de GnRH
—> Secrecion
pulsatil
Eminencia media
Vasos portales GnRH *
Hipdfisis
v
ﬁ
Circulacion periféric:a LH
Ovario v \ 4
Q) :
Esteroides )
Desarrollo folicular Ovulacion

Figura 4: Representacion esquematica del mecanismo de control de la
reproduccién (eje hipotadlamo-hipdfisis-gonadal) en la hembra. GnRH, hormona
liberadora de gonadotropinas; LH, hormona luteinizante. Adaptada de Okamura vy

Ohkura (2007).

La secrecién de GnRH durante el ciclo estral esta regulada por los efectos de
retroalimentacion de los esteroides gonadales. Las células de GnRH se regulan por
esteroides gonadales mediante neuronas intermediarias que poseen receptores a los
esteroides, tal y como se muestra en la figura 5 (Clarke y Pompolo, 2005). Durante la
fase luteal, la secrecién de GnRH se caracteriza por una baja frecuencia de pulsos, de
gran amplitud (Moenter y cols, 1991; Clarke, 1987, 1995a, 1995b). Al final de la fase
luteal del ciclo estral, con la caida en plasma de los niveles de progesterona, la
frecuencia de pulsos de GnRH y LH se incrementan (Moenter y cols., 1991; Clarke,

1995b). Al comenzar la fase folicular y aumentar los niveles en plasma de estrégenos,
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la frecuencia de pulso de GnRH aumenta y la amplitud disminuye (Clarke y Pompolo

2005).

Ovario

El
ciclo
hormonal

Progesterona
(fase luteal)

El
ciclo
ovdrico

Figura 5: Diagrama del ciclo estral de la oveja donde se muestra la fase luteal
de dominancia de la progesterona, la fase folicular de dominancia de los estrégenos y

el pico de LH. Adaptada de Clarke y Pompolo (2005).

El pico preovulatorio de LH se asocia con un aumento en la secrecién de GnRH
(Clarke y cols., 1987; Moenter y cols., 1991). Esto es debido a que, a diferencia de lo
qgue ocurre a lo largo de la mayor parte del ciclo estral donde la GnRH y la secrecién de
gonadotropinas estadn reguladas por el feedback negativo de los esteroides gonadales,
en el momento del pico preovulatorio de LH, la situacion es inversa y los estrégenos
ejercen una retroalimentacién positiva en el eje neuroendrocrino. En relacion a esta
accién del estradiol sobre la secrecion de GnRH, existe un estudio que fue pionero en
el campo de la neuroendocrinologia de rumiantes, donde Mori y cols. (1991)
establecieron una técnica electrofisiolégica que monitorizaba la actividad neural del
generador de pulsos de GnRH como una unidad multiple de actividad (MUA) en cabras

Shiba. Recientemente, la metastina, el producto del gen Kiss-1, ha sido sugerido como
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mediador de la accién del E; para inducir el pico de GnRH (Kinoshita y cols., 2005;
Messager y cols., 2005).

En cuanto a la secrecidon de gonadotropinas y la estacionalidad reproductiva,
hay variaciones a lo largo del afo de éstas. El feedback negativo producido por el
estradiol, da lugar a variaciones en la secrecidon de gonadotropinas entre los periodos
de anestro y de reproduccién, y esto constituye el principal mecanismo
neuroendocrino por el cual se regula la secrecién de gonadotropinas y por tanto la
actividad ovdrica (Karsch y cols., 1984). Hay estudios en cabras ovariectomizadas
portadoras de implantes subcutdaneos de estradiol donde se demuestra estos cambios
estacionales en la secrecion de gonadotropinas (Zarazaga y cols., 2005; 2011a, b,
2012a). Estos animales muestran concentraciones altas y bajas de LH en plasma que
coinciden con los periodos de ovulacion y anovulatorios, respectivamente.

En cuanto a la secrecidon de GnRH y la influencia de los factores ambientales, la
mayor parte de las respuestas reproductivas a factores ambientales son coordinadas a
nivel cerebral donde todas las entradas externas e internas convergen en ultimo lugar

en una via comun que controla la secreciéon de GnRH.

1.1.1.2. CONTROL HIPOFISARIO

La hipodfisis se trata de una glandula endocrina de pequefio tamafio alojada en

la silla turca del esfenoides. Esta formada por dos porciones:

- La adenohipdfisis o hipdfisis anterior

- La neurohipdfisis o hipoéfisis posterior

La hipdfisis anterior (adenohipdfisis) se subdivide en pars distalis, pars
intermedia y pars tuberalis. Todas las hormonas de la adenohip&fisis se sintetizan y
secretan por células endocrinas dentro de sus tejidos. Distintas poblaciones celulares
especificas secretan distintos tipos de hormonas. Todas las hormonas de la hipofisis
anterior son polipéptidos, proteinas o glucoproteinas y se clasifican en dos grupos

principales de acuerdo con sus tejidos diana.
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- Las que ejercen su accién en tejidos no endocrinos: hormona del
crecimiento (GH), prolactina y hormona melanocito-estimulante
(MSH).

- Las que ejercen su accion en glandulas endocrinas: hormona
tiroestimulante (TSH), adenocorticotropina (ACTH), hormona

luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH).

La hipdfisis posterior (neurohipéfisis) emerge de la porcidn inferior del cerebro
y estd formada por tres segmentos: la eminencia media, que constituye parte del piso
del hipotalamo; la pars nervosa, lo que significa “porcion nerviosa” (también
denominada ldbulo posterior) y un segmento que los conecta, el tallo infundibular. En
la mayoria de los mamiferos son dos las hormonas que se liberan hacia la sangre en la

pars nervosa: vasopresina y oxitocina.

- HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

La hormona foliculo estimulante es una glicoproteina formada por dos
subunidades unidas mediante enlace no-covalente. La subunidad a es comun para
todas (FSH, LH, TSH y hCG - Gonadotropina Coridnica humana), mientras que la
subunidad B es especifica para cada hormona (Ryan y cols., 1988; Pierce y Parsons,
1981; Combarnous, 1992).

La FSH es la encargada de estimular el desarrollo folicular en el ovario, y en
particular las células de la granulosa del foliculo. Junto con la LH (de la que se hablar3
mas adelante) prepara al foliculo para la ovulaciéon y su posterior luteinizacién
(Bousfield y cols., 2006). Estimula la proliferacién de las células de la granulosa y
después promueve la diferenciacion funcional de estas células esteroidogénicas
(Robker y Richards, 1998). Otra de las funciones es la estimulacion especifica de la
produccién de una hormona esteroidea, la progesterona, y la produccion del sistema
enzimdatico (aromatasa) para la conversién de la testosterona en estrégenos (Hsueh y
cols., 1984). Por ultimo, también estimula la produccion de enzimas implicadas en la

activacion del plasminégeno (Beers y Strickland, 1978).
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Es bien conocido que la sintesis de FSH, al igual que la LH, esta regulada por la
frecuencia de pulsos de la GnRH. En el caso de la FSH, su secrecion se ve favorecida por
la baja frecuencia de pulsos (<1 pulso cada 2-3 horas) (Tsutsumi y Webster, 2009). A su
vez, estd establecido que la secrecidon de FSH durante el ciclo estral esta regulada por
el estradiol y la inhibina (Mann y cols., 1992), y las fluctuaciones en el patrén de
secrecién de estas dos hormonas son responsables de las fluctuaciones de FSH
asociadas con las oleadas foliculares.

Las concentraciones de FSH en plasma son altas al inicio de la oleada folicular y
decrecen posteriormente hasta mantenerse en estos niveles durante el crecimiento de
los foliculos (figura 2). Este resultado sugiere que la fluctuacién de los niveles
circulantes de FSH esta involucrada en la fase de reclutamiento y seleccidn folicular
(Medan y cols., 2003; 2005). Los foliculos en crecimiento secretan inhibina y 17pB-
estradiol suprimiendo la secrecion de FSH (Medan y cols., 2005). En relacién a esto,
Medan y cols. (2003) describe una correlaciéon negativa entre la FSH e inhibina ya que
hay una disminucion en plasma de esta ultima coincidiendo con los picos de FSH de
cada oleada folicular. Durante la fase luteal, el crecimiento folicular gonadotropina
dependiente permanece activo con oleadas foliculares pero la progesterona impide

que se produzca la ovulacion (Fatet y cols., 2011).

- HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

Al igual que la FSH, la hormona luteinizante es una glicoproteina formada por
dos subunidades unidas mediante enlace no-covalente, la subunidad a y la B (Ryany
cols., 1988; Pierce y Parsons, 1981; Combarnous, 1992).

La sintesis de LH esta regulada por la frecuencia de pulsos de GnRH, viéndose
favorecida por frecuencias de pulso rapidas (>1 pulso por hora) (Tsutsumi y cols.,
2009). La frecuencia de pulsos de LH durante el ciclo estral estd modulada
principalmente por la progesterona, la cual actia en el cerebro prolongando el
intervalo entre episodios de descarga de GnRH. Esta hormona ejerce un papel de
retroalimentacion negativa en la regulacién de la LH durante el ciclo, sin embargo las

cantidades circulantes deben ser suficientes para ejercer este control (Chemineau y
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cols., 1988a). Por otro lado, la amplitud de pulsos de LH estd limitada por el estradiol,
el cual actua, al menos en parte, sobre la hipéfisis para disminuir su respuesta a cada
pulso de GnRH (Karsch y cols., 1984).

Los eventos preovulatorios ocurren durante los 2-3 dias de la fase folicular e
incluyen una disminucién en la progesterona, un incremento progresivo en la
secrecién de LH y un sustancial incremento en la secrecién de estradiol y por ultimo el
pico preovulatorio de LH (Karsch y cols., 1984). La etapa fundamental en esta
secuencia es el incremento en la secrecidon de LH. Este incremento es iniciado en la
luteolisis, por la acusada disminucién de las concentraciones de progesterona, una
potente hormona inhibidora de la LH (Baird y Scaramuzzi, 1976; Karsch y cols., 1977,
1979, 1980). El incremento de LH en suero resultante permite la etapa final de la
maduracion folicular y conduce al incremento progresivo en la secrecion de estradiol
necesaria para desencadenar el pico preovulatorio de LH (Goodman y cols., 1981;
McNatty y cols., 1981; Mc Neilly y cols., 1982).

La LH es dominante sobre la FSH en el final de la fase folicular (Tsutsumiy cols.,
2009). Durante la fase folicular, la frecuencia de pulsos de LH va desde un pulso cada 3-
4 horas hasta un maximo de 1 pulso cada 30 minutos justo antes del inicio del pico
preovulatorio (Goodman y Karsch, 1981). En la fase luteal, la LH se libera en forma de
descargas pulsatiles de baja amplitud. Por lo general, esta hormona se considera un
inductor de la ovulacion y la responsable de la formacion del cuerpo Iuteo (Perry,
1971). En la cabra, es liberada por la hipdfisis con un pico preovulatorio bien definido
(40,7 £ 10,12 ng/ml), el cual induce la preparacion final del foliculo 24 horas antes de la
ovulacion. Una vez que ocurre la ovulacién, el nivel de LH en sangre se reduce

rapidamente hasta niveles que se sitian entre 0,5-3 ng/ml (Bono y cols., 1983).

1.2. ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

Algunas especies de rumiantes, entre las que se encuentran los ovinos vy
caprinos, muestran ciclos estacionales de reproduccion. La domesticacidn de estas
especies no ha sido capaz de modificar el patrén estacional de reproduccién

presentado por estos animales en la vida salvaje, cuyo objetivo es asegurar que las
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crias nazcan en la época mads dptima del aiio, siendo ésta, normalmente, la primavera
(Ortavant y cols., 1985).

La estacionalidad reproductiva se caracteriza por cambios a nivel
comportamental, endocrino y ovarico, dando lugar a una alternancia anual entre dos
periodos distintos; una estacién/época reproductiva, caracterizada por una sucesion
de ciclos a intervalos regulares (21 dias aproximadamente), con comportamientos
estrales y ovulaciones y una época de anestro caracterizada por el cese de la actividad
sexual. De este modo, tanto la actividad ovarica como el comportamiento de estro
muestran variaciones estacionales paralelas, pero existen algunas diferencias en los
periodos de transicién, al comienzo y final de la estacion reproductiva, donde pueden
aparecer ovulaciones silentes, ciclos cortos y celos anovulatorios (Fatet y cols., 2011).
Por ello, la cabra se define como una especie poliéstrica estacional.

El inicio y la duracion del periodo anual de reproduccién depende
principalmente de factores ambientales como son la latitud y clima, disponibilidad de
alimentos, la raza y el sistema de produccién, pero fundamentalmente el fotoperiodo
(figura 6 y 7) (Delgadillo y cols., 2004a; Duarte y cols., 2010; Fatet y cols., 2011;
Zarazaga y cols., 2011a). De este modo, en latitudes templadas, se distinguen los dos
periodos descritos anteriormente y, sin embargo, en latitudes bajas (regiones
ecuatoriales, tropicales y subtropicales), donde los cambios en la duracion de los dias
son menos marcados, y por ello la estacionalidad es también mas reducida, pueden
estar activas sexualmente durante todo el ano (excepto un pequeno anestro
postparto) (Fatet y cols.,, 2011). Un factor importante de esta estacionalidad
reproductiva, es el componente genético o raza. En general, las razas caprinas son
topolitas esto es, habitan generalmente en determinadas regiones y una misma raza
no suele presentarse en distintas latitudes al mismo tiempo; por ello es dificil
diferenciar el efecto entre el componente genético y el fotoperiodo (latitud) sobre la
estacionalidad. Asi, una raza originaria de latitudes elevadas siempre presenta una
mayor estacionalidad reproductiva que las razas originarias de latitudes medias o
préximas al ecuador. Sin embargo, cuando esa raza originaria de latitudes elevadas es
llevada a zonas de menor latitud, presenta una estacionalidad reproductiva menor que
la que tenia en su regidn de origen, pero mayor que la que tienen las razas de la regidn

de destino. Por lo tanto, se podria concluir que el fotoperiodo seria el principal factor
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que controla la estacionalidad reproductiva pero también hay un importante
componente genético que la regula (Chemineau y cols., 2004). Igualmente, tal y como
se ha indicado antes, otros factores medioambientales como la nutricién, pueden
modificar el inicio de la estacion reproductiva, algunas caracteristicas de los ciclos
estrales asi como la tasa de ovulacidon (Henniawati y Fletcher, 1986; Oldham vy cols.,
1990; Zarazaga y cols., 2005). En este sentido, en el caso de los caprinos
mediterraneos, el ciclo reproductivo esta muy ligado al clima mediterraneo, que se
caracteriza por inviernos suaves, con precipitaciones en otofio y primavera, y veranos
muy secos con importantes variaciones en la disponibilidad de alimentos a lo largo del
afo, lo que conlleva que la nutricién juegue un papel importante en la modulacion del

ciclo reproductivo (Todaro y cols., 2015).
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Figura 6: Media mensual del porcentaje de hembras enteras que mostraron
actividad reproductiva (estro u ovulaciones) y evoluciéon anual en la secrecion de LH
(ng/ml) en hembras ovariectomizadas con implantes de estradiol (—— —). Duracién del

fotoperiodo (——). Adaptado de Zarazaga y cols. (2005).
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Figura 7: Cambios (media = SEM) de las concentraciones de LH (ng/mL) en hembras
caprinas mediterraneas sometidas a una alternancia fotoperiddica de 3 meses de dias
largos y 3 meses de dias cortos, inicidndose con dias largos (grupo DLDC), o con dias
cortos (grupo DCDL), y con una alimentacion 1,1 (grupo A) o 0,7 (grupo B) veces las
necesidades de mantenimiento respectivamente. Las areas sombreadas indican los

periodos en los que los animales estuvieron expuestos a DC. Adaptado de Zarazaga y

cols. (2011a).
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Esta estacionalidad reproductiva parece que estd regulada por diferentes
mecanismos neuroendocrinos que han tratado de ser identificados, inicialmente en la
oveja (Chemineau y cols., 2008). Asi, cambios estacionales en el feedback de los
esteroides gonadales fueron identificados como uno de los primeros elementos clave
del sistema (Pelletier y Ortavant, 1975). Estos cambios estacionales en la actividad
reproductiva estan originados casi exclusivamente por variaciones en la secrecion de la
hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo estimulante (FSH) de la hip&fisis,
gue es controlada a su vez por la pulsatilidad de la GnRH en el sistema cerebro-
portal/hipdfisis (Barrell y cols., 1992). Estos cambios estacionales en la actividad
pulsatil de la GnRH, son regulados, a su vez, por el fotoperiodo y su intermediario que
es la melatonina, que actuan sincronizando el ritmo enddgeno de la reproduccién
(Chemineau y cols., 2010).

Debido a estas variaciones, a lo largo del afio, de la actividad reproductiva de la
especie caprina, también existen fluctuaciones en la obtenciéon de los productos
derivados de la produccién de estos pequefios rumiantes; de ahi, a su vez la

variabilidad en la disponibilidad y precio de los mismos a lo largo del afo.

1.3. FACTORES MODULADORES DE LA ACTIVIDAD REPRODUCTIVA CAPRINA

1.3.1 EL FOTOPERIODO COMO FACTOR MODULADOR DE LA
REPRODUCCION CAPRINA

Las especies, que usan el fotoperiodo para la sincronizacion de la actividad
reproductiva, se dividen en dos grupos diferentes: de dias largos, las cuales entran en
la estacion reproductiva al incrementar la duracion de los dias coincidiendo con la
primavera, y de dias cortos, que empiezan el periodo fértil al disminuir la duracion de
los dias al inicio del otofio (Karsh y cols., 1984; Hafez, 1952). En este ultimo grupo
englobamos a la especia caprina.

Las hembras caprinas suelen presentar variaciones estacionales en el
comportamiento sexual, la calidad de los gametos (variaciones en la tasa de
fecundacion y supervivencia embrionaria), la frecuencia de ovulacidon (presencia o

ausencia de ovulacién) y tasa de ovulacién (Chemineau y cols., 2010). Estas variaciones
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se deben principalmente al fotoperiodo ya que a diferencia de otras variables
climdticas como las temperaturas o las precipitaciones, la duracién de los dias es
repetible a lo largo de los afios (Karsch y cols., 1984). De este modo, el fotoperiodo
interviene en la regulacién estacional de la actividad reproductiva mediante dos
mecanismos: a través de una respuesta directa a los cambios en el fotoperiodo, es
decir, por el paso de dias largos a dias cortos y viceversa en los que los dias
decrecientes estimulan y los dias crecientes inhiben, o por un ritmo enddgeno
circanual sincronizado por sefiales fotoperiddicas (Gomez-Brunet y cols., 2012). Este
ritmo enddgeno se presenta cuando los animales se someten a un fotoperiodo
constante, apareciendo el fendmeno de la fotorrefractariedad. De este modo, y tras un
fotoperiodo constante, se produce un restablecimiento al estado fisioldgico
reproductivo correspondiente al fotoperiodo previo (Lincoln y cols., 2005). En la
especie caprina, es probable que en condiciones ambientales naturales, cada
transicidén reproductiva sea generada de manera enddégena como reflejo de un ritmo
reproductivo circanual sincronizado por el fotoperiodo de manera similar a lo
observado en ovejas (Karsch y cols., 1989). Debido a esto, la exposicién a dias largos en
primavera y verano parece sincronizar un proceso endégeno que conduce a un inicio
espontdneo de la actividad reproductiva en otofio (Malpaux y cols., 1989; Wayne vy
cols., 1990). En la oveja, la actividad ovulatoria se detiene tras 120-150 dias de
exposicidn constante a dias cortos y esta actividad se reinicia tras 6 meses de
exposicidn constante a dias largos (Thimonier, 1989).

La latitud también juega un papel muy importante en la regulacién
fotoperiddica de la actividad reproductiva. De forma general, a mayor latitud, mayor
dependencia del fotoperiodo y mayor restriccion de la época de actividad reproductiva
(Poulton, 1987). Asi, los animales de regiones ecuatoriales y tropicales estan sujetos a
una menor variacion del fotoperiodo mostrando un mayor periodo reproductivo,
mientras que los animales de las regiones mas alejadas del ecuador y las regiones
polares presentan unos efectos estacionales mas claros debido a unas mayores
variaciones entre el dia mds largo y mas corto del afio (Fatet y cols., 2011). De este
modo, en los paises templados bajo condiciones naturales, las cabras presentan un
ritmo enddgeno sincronizado con el fotoperiodo (Bondurant y cols., 1981), de tal

manera que la época de actividad reproductiva se produce durante el otofio/invierno
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mientras que el anestro tiene lugar en primavera/verano (Karsch y cols., 1989). Existen
diversos estudios que demuestran esta variabilidad estacional en funcién de la latitud
geografica en la que se sitlan los animales. En Francia (46° N), cabras de raza Alpina
presentaban una frecuencia de ovulacion del 0% entre marzo y septiembre mientras
que de octubre a enero pasaba a ser de un 100% (Chemineau y cols., 1992a). En
Argentina (30°S), con cabras Criollas subtropicales, la época reproductiva se da desde
febrero/marzo hasta septiembre y el anestro estacional durante los meses de octubre
a enero (Rivera y cols., 2003). En la region mediterrdnea de Espafia (36-40° N), la
actividad ovulatoria durante el afio ha sido estudiada en |la raza Malaguefia y Payoya
(Gémez-Brunet y cols.,, 2003, 2010; Zarazaga y cols., 2005, respectivamente)
presentando una marcada estacionalidad en la actividad ovulatoria ciclica durante el
afo.

Desde el punto de vista neuroendocrino, el fotoperiodo controla la secrecién
de las gonadotropinas a través de la secrecién de melatonina. La informacién
fotoperiddica percibida por los ojos es transmitida a la glandula pineal donde la luz se
traduce en un ciclo diario de secreciéon de melatonina con altos niveles durante la
noche y bajos niveles durante el dia (Arendt, 1998). De este modo, la duracidn
nocturna de la secrecién de melatonina (que refleja la duracién de la noche) regula la

secrecion pulsatil de GnRH desde el hipotalamo y esta a su vez la secrecion de LH.

1.3.2 LA NUTRICION COMO FACTOR MODULADOR DE LA REPRODUCCION
CAPRINA

Tal y como se ha indicado anteriormente, el fotoperiodo es el principal factor
gue controla la estacionalidad reproductiva. Sin embargo, existen otros factores, entre
los que se encuentra la nutricion, que pueden modular la actividad reproductiva
(Walkden-Brown vy cols., 1999; Scaramuzzi y Martin, 2008). Tradicionalmente, las
cabras se han distribuido en zonas con fluctuaciones en la disponibilidad de alimentos
a lo largo del ano (Silanikove, 2000), lo que da lugar a variaciones en la cantidad y
calidad de la ingesta y a su vez en su peso vivo y condicidn corporal. Esta condicién
corporal genera una serie de sefiales a corto y largo plazo, y estas sefiales a su vez

influyen en la secrecién de GnRH y LH (Archer y cols., 2002) y la funcién ovarica
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incluyendo el desarrollo folicular y las ovulaciones (Scaramuzzi y cols., 2006). Asi,
desde el punto de vista neuroendocrino, en la especie caprina, unos niveles
nutricionales bajos pueden afectar a las concentraciones plasmaticas de LH induciendo
cambios en la liberacidon hipotaldmica de GnRH, lo que reduce la secrecion pulsatil
tanto de GnRH como de LH, conllevando a una parada reproductiva (I’Anson vy cols.,
1994; Kile y cols., 1991).

Existen diversos estudios que demuestran la influencia de la nutricién en la
actividad reproductiva. De este modo, Zarazaga y cols. (2005) demostraron que cabras
con un mayor nivel de alimentacién y por tanto un mayor peso vivo y condicién
corporal presentaban una mayor duracidon de la época reproductiva y un menor
anestro estacional. Del mismo modo, De Santiago-Miramontes y cols. (2009)
describieron que cabras con una menor condicién corporal tuvieron una estacién
reproductiva mas corta, una menor tasa de ovulacién y una duracién de los ciclos mas
erratica. Resultados similares se obtuvieron en otros estudios (Mellado y cols., 1991;
Walkden-Brown y cols., 1994b). Urrutia-Morales y cols. (2009), trabajando con cabras
subtropicales, concluyeron que la actividad reproductiva durante el anestro estd
parcialmente modulada por la nutricién. Ademas, en hembras caprinas con una menor
condicién corporal, la frecuencia de ciclos cortos y largos es mayor que en hembras
con una mejor condicion corporal (Rondina y cols., 2005). En relacién a la nutricidn-
peso vivo, Tanaka y cols. (2002) demostraron que la secrecion pulsatil de LH en cabras
con bajo peso vivo era mas sensible a una acusada restriccién alimenticia en animales
mas pesados, sugiriendo que existe un peso vivo critico que influye en la actividad
endocrina en respuesta a una insuficiencia metabdlica.

Respecto a la tasa de ovulacidn, los resultados son contradictorios, ya que para
Henniawati y Fletcher (1986) fue mejor en los casos de una mejor condicion corporal
mientras que en otros estudios no se observaron efectos de este factor sobre la tasa

de ovulacién (Zarazaga y cols., 2005).
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2. LA PUBERTAD

La pubertad puede ser definida como la edad en la que ocurre la primera
ovulacién y/o primer comportamiento de estro en las hembras y la primera monta y/o
eyaculacién en el macho (Delgadillo y cols., 2007).

En términos neuroendocrinos, la pubertad coincide con la activacion del
sistema hipotalamo-hipofisario que inicia la secrecién de GnRH, que conduce a un
incremento sostenido en la liberacidn pulsatil de GnRH, lo que a su vez estimula la

liberacion de gonadotropinas y de la actividad gonadal (Ebling, 2005) (figura 8).
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Figura 8. Integracion de las sefiales y el control de los mecanismos que regulan la

secrecién de GnRH vy el inicio de la pubertad. El incremento de GnRH en la pubertad
estd programado por un reloj el cual estd ajustado por multiples sefiales que dan
informacién del ambiente exterior e interior. Estas sefiales alteran los mecanismos
feedback esteroide dependiente e independiente para producir el incremento

necesario en la frecuencia de pulsos de GnRH, los cuales estimulan la secrecién de
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gonadotropinas de la hipdfisis para aumentar la produccion de esteroides gonadales y

asi promover la gametogénesis. Adaptado de Sisk y Foster (2004).

Los cambios en el patron de liberacidn de la GnRH durante la pubertad estan
bajo mecanismos de control esteroide dependientes y esteroide independientes. Los
mecanismos esteroide dependientes, implican cambios en la sensibilidad de las
neuronas de GnRH a la regulacién feedback negativa de los esteroides gonadales
(Foster, 1994). Aunque la capacidad de liberacién de pulsos de GnRH de alta frecuencia
es inherente desde una edad temprana, esto no se expresa totalmente debido a la
presencia de esteroides gonadales y la gran sensibilidad del sistema GnRH a estos
esteroides. En el momento en el que se alcanza la pubertad, la sensibilidad a los
esteroides gonadales disminuye, lo que permite un incremento de la frecuencia de
pulsos de GnRH (Foster, 1984, 1994; Olster y Foster, 1986). Este cambio, parece ser la
clave de la funcidn reproductora. Asi, se ha observado, en corderas, que de 1 a 3
semanas, antes de la llegada de la pubertad, hay una disminucién progresiva en la
sensibilidad al efecto de feedback negativo de los estrdgenos, resultando en un
incremento en la frecuencia de pulso de la LH (Foster y Ryan, 1979; Keisler y cols.,
1983; Huffman y cols., 1987; Ryan y cols., 1991). Este incremento permite el desarrollo
y la maduracién de los foliculos ovaricos que producen estradiol, el cual induce el
comportamiento estral y el pico preovulatorio de gonadotropinas (Foster y Ryan,
1981). A pesar de que en hembras prepuberes el centro de GnRH es muy sensible al
feedback positivo de estradiol, éste se mantiene inactivo en ausencia de incrementos
prolongados de concentraciones fisioldgicas de estradiol (Foster, 1984).

La base neuroendocrina de la pubertad ha sido objeto de muchos estudios en
las ultimas décadas y la identificacién de los factores que activan el inicio de la
secrecidon de GnRH en la pubertad ha conllevado una considerable atencién. Un avance
significativo en neuroendocrinologia reproductiva ha sido el reconocimiento del papel
fundamental de la kisspeptina (producto del gen Kiss-1) y su receptor GRP54, como
regulador principal del inicio de la pubertad (Seminara y cols., 2003; Roa y cols., 2011).
Las células de kisspeptina en el hipotadlamo parecen ser el nexo perdido en el control

de la secrecion de GnRH por el feedback de los esteroides sexuales.
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Diversos factores pueden jugar un papel importante en el inicio de la pubertad
de hembras caprinas. Entre estos factores se encuentran los genéticos y ambientales,
asi como la interaccion entre ambos (Land, 1978; Foster, 1994). Entre estos factores
ambientales destacan la época de nacimiento, el estado nutricional incluyendo el peso
vivo, condicion corporal, metabolitos (glucosa, colesterol, triglicéridos) y hormonas
metabdlicas como la insulina, leptina e IGF’s (Yelich y cols., 1996; Cheung y cols.,
1997), y factores sociales como el efecto macho (Schinckel, 1954; Greyling y Van
Niekerk, 1990).

Respecto a la época de nacimiento-fotoperiodo es el principal factor que
determina el inicio de la pubertad (Greyling y Van Niekerk, 1990; Foster, 1994;
Zarazaga Yy cols., 2009c) pero solo si el eje reproductivo esta suficientemente
desarrollado (Foster, 1981; Foster, 1983; Nowak y Rodway, 1985; Foster y cols., 1986,
1989a; Ebling y Foster, 1989). Asi, dependiendo del momento de nacimiento, los
animales experimentan diferentes estimulos, de tal manera que la edad a la que
alcanzan la pubertad difiere de acuerdo a la época de nacimiento. De este modo,
Zarazaga y cols. (2009c), demostraron con chivas de raza Payoya que,
independientemente del nivel de alimentacidn, la época de nacimiento era el principal
factor que controlaba el inicio de la pubertad. Resultados similares fueron obtenidos
en otros estudios con distintas razas: Damascus (Papachristoforou y cols., 2000),
Anglo-nubiana y Saanen (Freitas y cols., 2004) y Deveson y cols., (1992) con cabras

Saanen.

2.1. LA NUTRICION COMO FACTOR MODULADOR DE LA PUBERTAD CAPRINA

Otro factor que parece tener una gran influencia sobre el desencadenamiento
de la pubertad es la nutricién y su relacién con el peso vivo-condicion corporal durante
el periodo prepuberal. En relacidn a esto, se consideran dos hipétesis: la hipotesis del
“peso vivo” en la que se considera que es necesario un peso vivo critico, del cual una
determinada proporcién debe ser grasa, para desencadenar la pubertad (Frisch, 1988);
por otro lado, la hipétesis “metabdlica” la cual considera que el peso y la grasa son

consecuencias de determinados cambios metabdlicos que ocurren antes y alrededor
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de la pubertad. De acuerdo a esta hipdtesis, las sustancias vehiculadas por la sangre
(metabolitos, hormonas o una combinacién de ambas) actian como senales para el
cerebro que determinan si el organismo esta preparado metabdlicamente para el
inicio de la pubertad (Steiner, 1987; Foster y cols., 1989b).

Existen diversos estudios que demuestran una asociacion entre el crecimiento,
el estado nutricional y el inicio de la pubertad de forma que un retraso en el
crecimiento provocado por un déficit energético da lugar a un retraso en el
desencadenamiento de la pubertad en roedores (Merry y Holehan, 1979), ovejas
(Foster y Olster, 1985) y vacas (Schillo, 1992). De este modo, animales
sobrealimentados alcanzan la pubertad a una edad mds temprana, mientras que si el
crecimiento es mas lento como resultado de un nivel de alimentacién bajo, la pubertad
se vera retrasada (Quirke, 1979; Adam y cols., 1998; Chentouf y cols., 2011)
principalmente como consecuencia de que los animales jovenes alcanzan mas
tempranamente el peso vivo adecuado para que se inicie la pubertad. Asi, en chivas se
ha observado que alcanzan la pubertad cuando su peso vivo es el 60-65% del peso vivo
adulto (Smith, 1980). Sin embargo, existen algunos resultados contradictorios, tanto
en ovejas como en cabras, en los que ni el peso vivo ni el nivel de ingesta han influido
sobre el momento de inicio de la pubertad (Adam vy cols., 1998; Zarazaga y cols.,
2009c) probablemente debido a que los niveles nutricionales no han sido lo
suficientemente diferentes como para generar diferencias. Hay que tener en cuenta,
gue el eje reproductivo es mas sensible a alteraciones nutricionales, como el ayuno, en
animales inmaduros, que en los animales sexualmente maduros (Zieba y cols., 2008).
Lo que parece estar claro es que el retraso de la pubertad en animales desnutridos se
atribuye a la menor frecuencia de pulsos de GnRH y por tanto de pulsos de LH (Foster y
Olster, 1985; Foster y cols., 1985; I'anson y cols., 1997; Polkowska y cols., 2003). Este
hecho es debido a que, para poder alcanzar la pubertad, es necesario un estado
metabdlico minimo/critico capaz de soportar una mayor frecuencia de pulsos de GnRH
(Foster y Nagatani, 1999). Este estado se podria definir como una cantidad minima de
“combustible metabdlico o grasa” (Valasi y cols., 2012). Para conocer este estado,
existe una hormona derivada del tejido adiposo, la leptina, que es la principal hormona
metabdlica que actla como sefial indicadora al cerebro de la condiciéon corporal del

animal (Ebling, 2005) y tiene capacidad para modular la secrecidon de LH (Zieba y cols.,
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2005), al igual que la insulina (Tanaka y cols., 2000). De hecho, se ha detectado un
aumento pre-puber de ambas hormonas en corderos/as (Chadio y cols., 2011).

Por tanto, se podria concluir que tanto el fotoperiodo como la nutricién y sus
efectos ejercen un papel conjunto en el desencadenamiento de la pubertad mediante

la activacion de pulsos de GnRH.

3. ACTIVIDAD REPRODUCTIVA DEL MACHO CABRIO

3.1. ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA

En los machos, la actividad reproductiva (comportamiento sexual y actividad
espermatogénica), aungque nunca cesa totalmente, su intensidad varia enormemente a
lo largo del afio (Chemineau y cols., 2010), siendo, el fotoperiodo, el que controla estas
variaciones del comportamiento sexual y la actividad testicular, a través de un
mecanismo regulado por la melatonina (Bartness y Goldman, 1989). El
comportamiento sexual y la calidad seminal son importantes factores que limitan la
eficiencia reproductiva del macho a lo largo del afio (Barkawi y cols., 2006) y pueden
variar dependiendo de la raza, la localizacion geografica, la estacion del afio
(Chemineau, 1986; Canedo y cols., 1996; Karagiannidis y cols., 2000), el tamafio
testicular (Islam y Land, 1977; Lincoln y Short, 1980; Dufour y cols., 1984; Ahmad y
Noakes, 1995) y las gonadotropinas circulantes (Lincoln y Short, 1980; Sanford y cols.,
1984; Pelletier y Almeida, 1987; Pérez y Mateos, 1995; Kaya y cols., 1999). Sin
embargo, la estacion del afo parece ser el principal factor que afecta a las
caracteristicas seminales, tamafo testicular, secrecién de testosterona vy
comportamiento sexual en la especie caprina, tal y como es descrito en distintos
estudios. Respecto al tamafio testicular y secrecidén de testosterona, Zarazaga y cols.
(2009b), con machos de raza Payoya, describen que el tamafio testicular presentaba
valores decrecientes desde el final del verano hasta el final del invierno y valores
crecientes desde la primavera hasta la mitad del verano. En cuanto a la secrecién de
testosterona, se alcanzaron valores maximos en verano, resultados similares a los

obtenidos por Todini y cols. (2007) con 4 razas caprinas mediterrdaneas (lonica,
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Garganica, Maltese y Roja de Siria). Igualmente, en machos de raza Alpina y Saaneen,
los niveles de testosterona fueron basales de enero a junio y se incrementaron de
agosto a septiembre para luego disminuir progresivamente hasta diciembre. Respecto
al tamafio testicular, fue minimo en primavera y maximo al final del verano (Delgadillo
y cols., 1993). En cuanto a las caracteristicas seminales, (volumen, concentracion y
numero de espermatozoides), las variaciones estacionales obtenidas por Zarazaga y
cols. (2009b) fueron similares a las obtenidas en otros estudios llevados a cabo con
otras razas caprinas espafiolas por Pérez y Mateos (1995) y Roca y cols. (1992).
También Barkawi y cols. (2006) describen variaciones estacionales de la libido y calidad
seminal en machos Zaraibi. Del mismo modo, Delgadillo y cols. (1991), en machos
cabrios de raza Alpina, observaron grandes variaciones a lo largo del afio en el
volumen de eyaculado, concentracion espermadtica, nimero total de espermatozoides,
calidad espermatica y fertilidad.

En zonas templadas, el fotoperiodo es el principal factor ambiental que regula
la actividad reproductiva en caprino (Shelton, 1978; Chemineau y cols., 1992a, 1999),
modulando el comportamiento sexual y la actividad testicular, a través de un
mecanismo regulado por la melatonina (Bartness y Goldman, 1989). Dependiendo de
la latitud, se observan diferencias en las caracteristicas reproductivas. En latitudes
altas e intermedias, la estacién reproductiva comienza cuando la duracion de la luz
diaria empieza a disminuir (otofo) y finaliza en invierno, cuando el fotoperiodo es
creciente. Sin embargo, existe una variacidon considerable entre las distintas razas
caprinas (Restall, 1992; Mascarenhas y cols., 1995; Amoah y cols., 1999; Zarazaga y
cols., 2005).

Los machos cabrios, originarios de regiones templadas, generalmente
presentan una marcada variacién estacional en la actividad reproductiva. Tal es el caso
de machos de raza Alpina y Saanen en una latitud de 46° N, donde la disminucién de la
duracién del dia, en otofio, es acompafiada por un incremento en la produccién de
hormonas gonadotropas y en los niveles de testosterona, con una secrecién maxima vy
una disminucion en los niveles de prolactina en Septiembre (Delgadillo y Chemineau,
1992). Estos cambios hormonales estan también asociados con cambios en la libido y
con un incremento en calidad y cantidad de la produccién espermdtica durante la

estacion reproductiva, tal y como muestran los resultados obtenidos por Delgadillo y
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cols. (1991) con machos de raza Alpina y Saanen. Igualmente, Ritar (1991) también
demostraron variaciones en el tamafo testicular respecto a las variaciones del
fotoperiodo en machos Angora y en nuestras latitudes Zarazaga y cols. (2009b)
observaron variaciones estacionales en las concentraciones de testosterona.

En nuestras latitudes, trabajando con machos de raza Payoya Zarazaga y cols.
(2009b) también observaron importantes variaciones de la actividad reproductiva,
tiempo de eyaculacion, volumen de eyaculado y concentracion y produccidon
espermatica a lo largo del afio, independientemente del nivel de alimentacién recibido
por los machos.

Durante el periodo de reposo sexual en los machos, la secrecion de la LH y en
consecuencia de testosterona es baja. Esto conlleva que su olor y su comportamiento
sexual, dependientes de la testosterona, sean bajos o incluso ausentes durante ese
periodo (Delgadillo y cols., 1992; Walkden-Brown y cols., 1994b; Delgadillo y cols.,
1999). Hay que indicar, que el olor sexual, tanto en cabras como en ovejas, estimula la
secrecién de LH en las hembras (Knight y Lynch, 1980; Over y cols., 1990). Este olor
sexual en caprinos es un componente de la grasa que es testiculo-dependiente y que
varia con la actividad de las glandulas sebaceas, especialmente en la region del cuello y
la cabeza (Jenkinson y cols., 1967; Walkden-Brown y cols., 1994b; Hillbrick y Tucker,
1996). Esta variacidon estd muy influenciada tanto por la estacién como por el nivel
nutricional (Birch y cols., 1989; Claus y cols., 1990).

Siguiendo con el comportamiento sexual, existen diversos estudios que
describen un comportamiento homosexual en esta especie. Algunas investigaciones lo
relacionan con jerarquias sociales (Dagg, 1984; Klemm vy cols., 1983). Sin embargo,
también se han considerado otros factores ambientales y sociales como Ia
estacionalidad (Holeckova y cols., 2000) y la separacion de las hembras (Ungerfeld y
cols., 2013), como posibles causas de estos comportamientos. En cabras montesas, la
mayor frecuencia de montas entre machos se observd a principio de la estacién
reproductiva (Freitas-de-Melo y cols., 2014). Por tanto, los comportamientos
homosexuales en los machos cabrios pueden tener un patrédn estacional y estar
relacionados con la concentracion de testosterona. Ungerfeld y cols. (2013) concluyen
gue machos criados en aislamiento de las hembras muestran comportamientos de

monta hacia machos mas frecuentemente que los que se han criado en contacto
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permanente con hembras. Por tanto, estos autores, sugieren que estos machos criados
aislados de hembras, consideran a otros machos como posibles parejas. Por ello, este

aislamiento de las hembras es determinante en la frecuencia de monta entre machos.

3.2. CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCION EN EL MACHO

- HORMONA LUTEINIZANTE Y HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE

La actividad espermatogénica es dependiente de la hormona luteinizante y la
hormona foliculo estimulante. Estas, no sélo participan en la diferenciacién vy
multiplicacion de las células germinales, sino también en la sintesis y secrecion de la
testosterona por las células de Leydig en los testiculos (Chemineau y Delgadillo, 1994).

La LH no es liberada de forma continua por la hipdfisis. Se trata de episodios
bruscos de liberacion, controlados por la actividad de las neuronas del hipotdlamo,
alternados con periodos de reposo durante los cuales se registra una secrecidn basal.
Estos episodios de secrecidén, llamados pulsos, se caracterizan por su amplitud,
directamente relacionada con la cantidad de LH liberada a la circulacién general. El
estudio de la secrecidn rdpida de LH en diferentes razas y estados fisioldgicos sugiere
que la frecuencia de los pulsos es, al menos, tan importante como su amplitud para
determinar la respuesta de las génadas (Muduuli y cols., 1979, Delgadillo y Chemineau
1992). Estos cambios bruscos en la concentracién plasmadtica de LH dan lugar a una
rapida estimulacion de las células de Leydig que responden con la liberacién de
testosterona en la sangre. Cada pulso de LH esta seguido de un pulso de testosterona
cuya amplitud varia segun la situacion fisiolodgica del macho (Chemineau y Delgadillo,
1994).

Las variaciones estacionales de LH estan relacionadas con la retroalimentacion
negativa ejercida por los esteroides sexuales, particularmente el 17p estradiol. Este
hecho ha sido demostrado por Walkdem-Brown (1991), trabajando con machos
Cashmere en Australia. Cuando los machos estaban castrados, pero llevaban implantes
subcutaneos de 17 estradiol, que permite una liberaciédn constante de la hormona,

manifestaron una variacion estacional de LH, similar a animales enteros mientras que
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machos castrados sin implantes no mostraron variacion alguna de LH a lo largo del
afo.

Por otra parte, la FSH es secretada de una manera mas compleja que la LH y
parece ser continua en lugar de episédica (Muduuli y cols., 1979). La FSH es una
hormona que estimula la produccién de inhibina por las células de Sertoli y los tubulos
seminiferos y ésta a su vez inhibe la secrecion de FSH (Tilbrook y cols., 1992; Medan,
2006; De Kretser y cols., 2000). Ademas también se ha observado que la relacidn entre
las concentraciones plasmaticas de inhibina y FSH en carneros y toros indican que la
FSH estimula la produccion de inhibina en estas especies, pero no existen estudios que
demuestren, en machos de otras especies de animales domésticos, el papel de la FSH
en la estimulacion de la produccién de inhibina (Tilorook y cols., 1992). Esta
establecido en los machos de los animales domésticos, que la secrecién de FSH esta
influenciada por la retroalimentacién negativa de las hormonas testiculares (Tilbrook y
cols., 1992). Tanto la inhibina como la testosterona juegan un papel fisioldgico en la
regulacion de la secrecidon de FSH en los machos caprinos tal y como lo demuestran

Araki y cols. (2000) en caprinos de raza Shiba.

- TESTOSTERONA

La testosterona es la hormona responsable de la espermatogénesis y el
comportamiento sexual, por tanto, el patrén estacional de la secrecién de testosterona
podria limitar la eficiencia reproductiva durante algunos periodos del afio (Todini y
cols., 2007). Es bien conocido que la testosterona es secretada en las células de Leydig
bajo la influencia de la LH. Ademds, la aparicidn constante de picos de testosterona
tras los picos de LH, implica que la secrecion de esa hormona es pulsatil al igual que la
LH (Muduuliy cols., 1979).

La actividad del eje hipotdlamo-hipdfisis-testicular en el macho cabrio es
estacional y el momento de inicio de la actividad secretora de testosterona por los
testiculos, depende de la latitud en que se encuentren los animales (Barrel y Lapwood,
1978/1979). Ademas, estd muy relacionada con las variaciones en la duracién de los

dias. De este modo, los dias cortos o decrecientes, estimulan la secrecién de LH, que a

57



Revision Bibliografica

su vez induce el crecimiento testicular y la liberacidén de testosterona. Por el contrario,
los dias largos o crecientes, disminuyen la secrecion de LH, el crecimiento testicular y
la liberacién de testosterona (Muduuli y cols., 1979; Rouger, 1974; Pelletier y cols.,
1988). La secrecién de testosterona estd controlada por la secrecidon de LH y es
durante los dias crecientes, cuando la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH son
bajos y los niveles de testosterona son basales, mientras que con fotoperiodo
decreciente, la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH son mayores y los niveles de
testosterona aumentan (Lincoln, 1988). Asi, Pérez y Mateos (1995) con machos de raza
Verata y Malagueia, concluyeron que la secrecidon plasmdtica de testosterona era
estacional, siendo mas marcada en los machos de raza Verata que en los Malagueiios,
al igual que Zarazaga y cols. (2009b) trabajando con machos de raza Payoya.

Existen también estudios que demuestran que la secreciéon de testosterona
varia a lo largo del dia. De este modo, Lincoln y Peet (1977) en carneros, observaron
una liberacion bifasica con altas concentraciones en un pico maximo entre 1y 3 horas
tras el amanecer, y otro menor entre las 4 y 6 horas tras el amanecer lo que sugiere la
posible existencia de un ritmo circadiano tal y como lo describen Muduuli y cols.
(1979) y Gupta y cols. (1992) con machos cabrios.

Por otro lado, existen estudios que demuestran que la presencia de una
hembra en celo produce en el macho un incremento en la secrecién de LH y por tanto
un incremento en el nivel de testosterona en sangre. De todos modos, Pérez y Mateos
(1994), con machos de raza Verata y de raza Malaguena, observaron que para producir
un incremento significativo en la secrecion de testosterona como respuesta a un
estimulo sexual, los niveles de secrecién hormonal previos al estimulo deben ser bajos.
Por el contrario, en un estudio previo con carneros, (Gonzalez y cols., 1989)
observaron que el estimulo de la hembra no fue suficiente para iniciar una respuesta
hormonal durante el periodo de anestro estacionario cuando la sensibilidad de la LH al

feedback negativo de los esteroides gonadales esta aumentada.
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3.3. EL FOTOPERIODO Y LA MELATONINA COMO HERRAMIENTAS DE
CONTROL DE LA ACTIVIDAD REPRODUCTORA

3.3.1. EL FOTOPERIODO ARTIFICIAL Y SU MECANISMO DE ACCION

El papel del fotoperiodo en el control de la reproduccién se ha demostrado en
numerosos experimentos que implicaban una manipulaciéon de ciclos de luz vy
oscuridad. Asi, Delgadillo y cols. (2004a) demostraron como los dias largos inhiben y
los dias cortos estimulan la actividad reproductiva en los machos cabrios. Desde el
punto de vista practico, los tratamientos luminicos aumentan el recuento de
espermatogonias, mientras que se mantienen las divisiones espermatogénicas en una
elevada tasa, equivalente a lo que ocurre en la estacién sexual natural (Delgadillo y
cols., 1995).

De todos modos este efecto estimulante de los dias cortos o inhibidor de los
dias largos, no es permanente por que los animales acaban mostrando un mecanismo
de fotorrefractariedad. Esto es, si un animal es expuesto a un fotoperiodo fijo durante
un periodo de tiempo prolongado, éste perderd la respuesta reproductiva a este
periodo haciéndose fotorrefractario a los mismos (Robinson y Karsch, 1987; Williams y
Helliwell, 1993). Existen algunos estudios que demuestran estos hechos; tal es el caso
de ovejas lle-de-France y Suffolk, en las que la actividad reproductora comienza a los
40-50 dias de estar sometidos a dias cortos tras un periodo de dias largos; sin
embargo, cuando los animales son mantenidos en condiciones de dias cortos
constantes los animales se hicieron refractarios a los mismos a los 120 dias de
exposicidn, inhibiéndose su actividad reproductiva (Karsch y cols., 1986; Thimonier,
1989). De forma similar, si los animales son mantenidos en dias largos durante
periodos de tiempo prolongados, la actividad reproductiva se inicia de manera
espontdnea, mas concretamente hacia los 6 meses de exposiciéon (Karsch y cols., 1986).
Ademas, en el caso de carneros sometidos a largos periodos de dias largos o cortos,
estos muestran una sucesién de periodos de crecimiento y quiescencia testicular
(Howles y cols., 1982; Almeida y Lincoln, 1984). Se ha demostrado que la falta de
respuesta a un fotoperiodo permanente no es debida a un cambio en el patrén
circadiano de la secrecion de melatonina (Karsch y cols., 1986; Malpaux y cols., 1987,

1988) y por tanto puede ser causada por un cambio en la respuesta del sistema
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endocrino a la sefial de melatonina tal y como se sugirio por primera vez en hamsteres
por Bittman (1978) y posteriormente, en la oveja, por Karsch y cols. (1986). Este
fenédmeno de refractariedad no es inducido Unicamente en casos de fotoperiodo
artificial, sino que también tiene gran relevancia fisiolégica en condiciones naturales.
De hecho, el desarrollo de la refractariedad es el causante de la transicién entre el
periodo de actividad reproductiva y el anestro. Desde un punto de vista practico, se
puede concluir que:

- En primer lugar, la reproduccidon no puede ser estimulada por los dias cortos o

inhibida por los dias largos en cualquier momento del aio, ya que la respuesta

al fotoperiodo es dependiente del fotoperiodo previo al que los animales han
estado expuestos.

- En segundo lugar, para evitar el desarrollo de la refractariedad, los animales

no deben ser expuestos a periodos prolongados de una duracién determinada,

sino que deben percibir una alternancia entre dias largos y dias cortos

(Chemineau y cols., 1992b).

La alternancia entre dias largos (DL) y dias cortos (DC), se considera como una
clave para alcanzar el control de la actividad sexual: los dias largos parecen ser
necesarios para restaurar el efecto inductor de los dias cortos al final del invierno y
para prevenir la refractariedad de la estimulacién fotoperiddica (Yellon y Foster, 1985).
Asi, la aplicacion de tratamientos fotoperiddicos (1 mes de DC: 1 mes de DL o 2 meses
de DC: 2 meses de DL) a machos de razas estacionales reduce la estacionalidad en la
produccién espermatica, permitiendo la recoleccidn de semen a lo largo de todo el afio
en lugar de 6 de los 12 meses del afio (Chemineau y cols., 1999). Tal es el caso de
Chemineau y cols. (1988b) donde obtuvieron un “macho reproductor no estacional de
forma permanente”, capaz de producir grandes cantidades de espermatozoides de
gran calidad en un periodo durante el cual los machos de razas estacionales de
pequeifios rumiantes producen semen de baja calidad, mediante la alternancia entre
periodos de dias largos y dias cortos (1 DC:1 DL o 2 DC:2 DL). Asi, en estudios
realizados con machos cabrios de raza Saaneen y Alpina, los cuales fueron sometidos a
una alternancia constante de 1 6 2 meses de dias cortos seguidos de 1 6 2 meses dias
largos, dio lugar a una abolicién total de las variaciones estacionales de la actividad

sexual. Esta alternancia rapida impide el establecimiento de un estado refractario

60



Revision Bibliografica

tanto a los dias cortos como a los dias largos y los machos mantienen una actividad
sexual elevada y casi constante durante todo el afio. El comportamiento sexual, el
volumen y la concentracion espermatica de los eyaculados, el numero de
espermatozoides vy, la aptitud de éstos a soportar la congelacién son equivalentes, y en
ocasiones superiores a los observados durante la estacidn sexual natural de los machos
control; sin embargo la fertilidad no varia de los machos tratados a los machos control
(Delgadillo y cols., 1991; Delgadillo y cols., 1992).

En los machos cabrios, la actividad sexual puede ser estimulada durante la
estacidon no reproductiva con el uso de dias largos artificiales seguidos de fotoperiodo
natural, de implantes de melatonina exégena o de dias largos artificiales seguidos de
melatonina exdégena (Delgadillo y cols., 2004b; Pellicer-Rubio y cols., 2007; Zarazaga y
cols., 2010b). Asi, Delgadillo y cols. (2004b), trabajando con machos Criollos en México,
sometidos a 2,5 meses de dias largos desde el 1 de noviembre, seguido de fotoperiodo
natural, observaron un incremento en la secrecién de testosterona de febrero a abril,
durante la época no reproductiva. Estos animales, ademas, mostraron un intenso
comportamiento sexual cuando fueron expuestos a hembras en anestro. Sin embargo,
en los grupos control, que no habian sido tratados con dias largos, la secrecion de
testosterona y el comportamiento sexual fueron menos marcados que en los animales
tratados con el fotoperiodo artificial. Igualmente, Zarazaga y cols. (2010b) sometieron
a una serie de machos a un tratamiento de dias largos desde mediados de noviembre a
mediados de febrero y a continuacion los sometieron a fotoperiodo natural o a un
tratamiento con implantes de melatonina exdgena; y a otro grupo de machos a los que
se les colocaron implantes de melatonina entorno al equinoccio de primavera. En
todos los casos, los tratamientos a los que fueron sometidos los machos conllevaron
un claro incremento en las concentraciones de testosterona durante el periodo de

anestro estacionario.

3.3.2. LA MELATONINA Y SU ACTUACION EN LA REPRODUCCION

El descubrimiento de la melatonina por Lerner y cols. (1958) supuso un nuevo

campo de estudio en relacién a la estacionalidad de la reproduccién. La melatonina es
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una hormona secretada en la glandula pineal con un ritmo dia/noche bien definido
(Chemineau y cols., 1992b).

La glandula pineal, también es llamada epifisis, del latin epiphysis cerebri, o
“tercer 0jo”, lo que refleja su sensibilidad a la luz. Esta glandula sintetiza melatonina a
partir de la serotonina, que, a su vez, deriva del triptéfano involucrando diferentes
enzimas, que al igual que la melatonina, muestran un ritmo circadiano a lo largo del
dia. Este hecho se debe a que la luz inhibe su sintesis, de forma que se han observado
altas concentraciones plasmaticas de la hormona (en torno a 70 pg/ml, en la especie
caprina) durante el periodo de oscuridad y bajas concentraciones durante el dia
(Zarazaga y cols., 2010a). El hecho de que la luz inhiba su secrecién hace que su
periodo de secrecidn se ajuste a la duracién del dia, o mejor dicho a la de la noche, de
forma que los dias largos (noches cortas) tienen una duracién corta de secrecion de
melatonina y eso inhibe la actividad reproductiva, mientras que los dias cortos (noches
largas) conllevan mas horas de secrecion de melatonina y eso es estimulante de la
actividad reproductiva. Estas caracteristicas determinan que el perfil de secrecién de
melatonina se ajuste a un periodo de 24 horas e informe al animal del fotoperiodo
prevalente (Chemineau y cols., 1992b; Bittman y cols., 1983a; Reiter, 1991; Zawilska y
Nowak, 1999).

La informacion del fotoperiodo se recibe a nivel de la retina y es transmitida,
mediante una via neural de multiples pasos, hasta la glandula pineal donde el mensaje
modaula el ritmo de secrecién de la melatonina (Bittman y cols., 1983b). En el caso en el
gue los animales sean mantenidos bajo condiciones de luz continua, el ritmo de
liberacion de melatonina desaparece y la secrecidon pasa a ser errdtica (Ebling y cols.,
1988).

Como la especie caprina es una especie de dias cortos, se buscaron maneras de
hacer que los animales interpretasen la existencia de estos dias cortos de manera
artificial. De este modo, los efectos de los dias cortos pueden ser imitados por la
administracion de melatonina (inyeccidn, ingestion o dispositivos de liberaciéon lenta)
(Kennaway y cols., 1980, 1982; Arendt y cols., 1983; Karsch y cols., 1984; Arendt, 1986;
Poulton y cols., 1987), de tal manera que, los tratamientos fotoperiddicos de dias
cortos pueden ser reemplazados por tratamientos con melatonina ya que el

mantenimiento constante de altos niveles de melatonina simula el efecto de éstos
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(Chemineau y cols., 1992b). Tal es el caso de los implantes de melatonina, los cuales
han sido usados ampliamente para adelantar la estacién reproductiva de cabras y
ovejas durante el anestro. En cabras, la melatonina administrada de forma exégena
mediante implantes de liberacidn lenta y continua, adelanta el inicio de la estacidn
reproductiva (Chemineau y cols., 1992b) e induce un periodo reproductivo durante lo
qgue normalmente seria el anestro estacional (Zarazaga y cols., 2009a). Estos implantes
inducen altas concentraciones de melatonina durante 24 horas todos los dias, sin
suprimir la secrecién enddgena de la hormona pineal durante la noche. Por tanto, los
implantes provocan “dias cortos artificiales” al prolongar la duracién de la sefal de
melatonina (Malpaux y cols., 1997). Los implantes contienen 18 mg de melatonina y
estan diseflados para mantener altas concentraciones de melatonina de 100-300
pg/ml durante al menos unas 10 semanas (Delgadillo y cols., 2001).

El protocolo comercial de aplicacién de los implantes de melatonina
(Melovine®, CEVA Salud Animal S.A., Barcelona), a los machos cabrios, consiste en la
colocacién de tres implantes subcutaneos en la base de la oreja. Respecto al momento
Optimo para el tratamiento con implantes de melatonina, en principio la mdaxima
efectividad se logra cuando son colocados en torno al equinoccio de primavera en
nuestras latitudes (Zarazaga y cols., 2009a; Chemineau y cols., 1996). El fracaso del uso
melatonina para inducir la actividad sexual en primavera en latitudes altas puede
deberse a la existencia de un estado de fotorrefractariedad a los dias cortos que
impide al animal responder a este tratamiento. Por esta razén, se recomienda la
aplicacidon de dias largos antes de la implantacidn con melatonina en los casos en los
gue se quiera adelantar la estacién reproductiva en cabras y ovejas que se encuentren
en latitudes altas (Chemineau y cols., 1998; Chemineau y cols., 1992d). En caprinos
mediterraneos, se ha demostrado que el tratamiento con dias largos, entre mediados
del mes de noviembre y mediados de febrero, y a continuacién la colocacién de un
implante de melatonina en las hembras, sin llevar a cabo efecto macho, es decir, con
contacto permanente entre los machos y las hembras, desencadena una elevada
actividad ovarica (las concentraciones de progesterona se incrementan), y un elevado
porcentaje de salida en celo de las hembras. Las hembras que no habian sido tratadas
no respondian al contacto con machos activos sexualmente (habian recibido el mismo

tratamiento de dias largos y melatonina que las hembras) y también se retrasd
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ligeramente el inicio de la siguiente época de actividad reproductiva (Zarazaga y cols.,
2011d).

En el caso de utilizacién de implantes de melatonina en los machos se ha
observado que cuando se usa en carneros pueden mejorar la tasa de fertilidad, ya sea
por el incremento de la motilidad progresiva espermatica desde los dias 45 al 90 tras la
implantacion (Casao y cols., 2010c) o por prevenir la capacitacion y apoptosis del
espermatozoide (Casao y cols., 2010b). En caprinos africanos, Daramola y cols. (2006)
demostraron que el uso de melatonina aumentaba la manifestacion de
comportamientos sexuales como el interés por la monta y la ereccidén. Existen otros
estudios en los que se demuestra que la melatonina mejora la actividad sexual en
machos cabrios durante el periodo de anestro estacionario (Chemineau y cols., 1992c;

Zarazaga y cols., 2010b)

3.4. CONSERVACION DEL SEMEN CAPRINO

Desde que el semen fue congelado por primera vez (-79 °C) por Smith y Polge
(1950) y Barker (1957), se afirmdé que la fertilidad del semen caprino congelado-
descongelado “era demasiado baja para tener un valor practico”, por lo que muchos
investigadores han estudiado la congelacion del mismo. El semen caprino
criopreservado puede conservarse casi indefinidamente en nitrégeno liquido,
facilitando el suministro de material genético, asi como la construccidon de bancos de
genes para fomentar las razas en peligros de extincion o los individuos valiosos
(Watson y Holt, 2001). Sin embargo, el principal obstaculo del semen caprino
congelado es que el proceso de congelaciéon-descongelacién conduce a una
disminucion en el porcentaje de espermatozoides moéviles y viables tras la
descongelacién, a consecuencia de dafios en la integridad de la membrana y su
ultraestructura (Watson, 2000).

Durante la criopreservacion (refrigeracion, congelacion y descongelacién) los
espermatozoides tienen que superar una serie de eventos fisicoquimicos para

sobrevivir (Mazur, 1984; Hammerstedt y cols., 1990; Watson, 1995):
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e Fase de transicion lipidos-membrana plasmatica asociado a los cambios de
temperatura que ocurren en un amplio rango, incluso por debajo de los 0
°C, con la consecuente reduccién de la elasticidad en la membrana.

e Cambios en el volumen debido a la exposicidn a los diluyentes con glicerol y
a los cambios osméticos.

e Estrés osmotico por la exposicidn a soluciones hiper e hipo osméticas.

e Formacion de hielo intra y extracelular.

e Cambios drasticos de temperatura por la liberacién del calor latente de
fusion producido por la formaciéon de hielo y la disipacién de este calor.

e La presentacion eventual de sobreenfriamiento que se produce cuando los
espermatozoides diluidos pasan por su punto tedrico de congelacion sin ser
congelados.

e Riesgo de recristalizacidon cuando la descongelacion es demasiado lenta.

e Elfendmeno de criocapacitacion o capacitacion prematura que hace que las
membranas espermaticas se fundan prematuramente reduciendo su vida
fértil.

Desde que Corteel (1974) demostré que la eliminacién del plasma seminal
inmediatamente tras la eyaculacion es beneficiosa para la supervivencia de los
espermatozoides y propuso el lavado del semen, la mayoria de los investigadores han
adoptado este método. Por este motivo, en el macho cabrio, antes de la congelacién
del semen, es necesario el lavado del mismo tras su recolecta para la retirada del
plasma seminal, ya que esto incrementa el porcentaje de células vivas y su motilidad
durante su conservacién en diluyentes a base de yema de huevo o leche. Sin embargo,
el eyaculado y lavado seminal es incapaz de alcanzar la calidad del semen que se
encuentra en el epididimo. Esto significa que algunos de los componentes del plasma
seminal que quedan tras el lavado, todavia son perjudiciales para la conservacion in
vitro (Leboeuf y cols., 2000).

La preservacién seminal a temperaturas entre 0-5 °C o su congelacién implica
una disminucion del metabolismo de los espermatozoides (Leboeuf y cols., 2000), pero
no queda detenido en su totalidad. Para ello, se utiliza un medio que se conoce como

diluyente y se puede definir como la solucién acuosa que permite aumentar el
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volumen del eyaculado hasta conseguir la concentracién espermdtica deseada y que,
ademads, es capaz de preservar las caracteristicas funcionales de las células
espermaticas, asi como mantener el nivel de fertilidad adecuado (Meque, 2004). El
propdsito del diluyente es suministrar a los espermatozoides un fuente de energia,
proteger a las células del dafio relativo a la temperatura y mantener un ambiente
adecuado para la supervivencia temporal de los espermatozoides (Purdy, 2006).

Una vez que se ha llevado a cabo el proceso de congelacién, es necesario
descongelar las pajuelas para su posterior evaluacién. Para la descongelacidon del
semen caprino en pajuelas o pellets y obtener resultados de fertilidad aceptables se
debe realizar a 37 °C (Salamon y Ritar, 1982; Corteel, 1974). El método mds comun
para la evaluacion del semen es mediante la observacion microscépica de muestras
seminales. En este sentido, se usan los sistemas CASA (sistemas de analisis de semen
asistido por ordenador), los cuales mejoran la objetividad, exactitud y eficiencia de la
evaluacién de las diferentes caracteristicas celulares: el movimiento, la velocidad y la

morfologia (Verstegen y cols., 2002).

3.4.1. FACTORES QUE AFECTAN A LA CRIOPRESERVACION DEL SEMEN EN
CAPRINO

La respuesta de las células espermaticas a los procesos de congelacién-
descongelaciéon en mamiferos, incluidos los humanos, se ve afectado por diversos
factores, como la estacidn del afio (Fiser y cols., 1983; D’Alessandro y Martemucci.,
2003; Janett y cols., 2003; Yogev y cols., 2004; Koonjaenak y cols., 2007), posiblemente
debido a la calidad en el semen fresco. También la diferencia entre machos es
reconocida como fuente de variaciéon durante la congelacién-descongelacién (Watson,
1995; Holt, 2000); por eso es necesario la evaluacidon de la calidad seminal tras el
proceso de congelacidn-descongelacion para poder definir a los individuos donantes
como buenos o malos congeladores (Leboeuf y cols., 2000). Parece ser que hay bases
genéticas para estas variaciones en la calidad seminal post-descongelacidon entre

individuos, lo que provocaria que el semen de ciertos machos congelase mal
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independientemente de las condiciones a las que estuviese sometido (Thurston y cols.,
2002).

El macho cabrio muestra variaciones en la calidad seminal a lo largo del afio, y
estas variaciones pueden afectar a la congelabilidad del semen. Sin embargo, los
estudios existentes sobre la congelabilidad y fertilidad del semen en la época
reproductiva y la no reproductiva son contradictorios. Algunos investigadores
observaron que la congelabilidad del semen (Muhuyi y cols., 1992) y la fertilidad del
semen congelado-descongelado (Corteel y cols., 1978) fue mejor cuando fue recogido
en la estacion reproductiva en comparacion con la época no reproductiva. Del mismo
modo, Cabrera y cols. (2005), en el estudio llevado a cabo en machos cabrios de raza
canaria, no observaron un efecto estacional en la motilidad progresiva antes de la
congelacion, pero si una variacion significativa en la motilidad progresiva e integridad
de la membrana entre muestras congeladas y descongeladas en diferentes estaciones.
Boue y Corteel (1992) obtuvieron un mayor porcentaje de espermatozoides mdviles
tras la congelacion del semen caprino en la primera mitad de la estacién reproductiva
en comparacion con la segunda mitad. Pintado y cols. (1992), también publicaron una
mayor tasa de movilidad y porcentaje de espermatozoides vivos en semen caprino
congelado en otofo e invierno respecto a primavera y verano. lgual que Tuli y Holtz
(1995), en machos de raza Boer, donde observaron una influencia de la estacidon tanto
en el semen fresco como en el congelado, respecto a la motilidad progresiva y
porcentaje de espermatozoides vivos. Sin embargo, en otros trabajos de Peskovatskov
y cols. (1974); Summermatter y Flukiger (1982), no observaron diferencias en la
fertilidad. Al igual que Loubser y Van Niekerk (1983), en cabras Angora, donde no
existieron diferencias en el efecto de la estacién sobre la congelabilidad del semen.

Respecto a la influencia de la melatonina sobre la congelabilidad del semen
caprino, no existen estudios anteriores que demuestren efectos de esta sustancia en la
congelacion del mismo en la especie caprina, pero si en la ovina. Asi, Succu y cols.
(2011) observaron, en carneros, que la adicion de determinadas cantidades de
melatonina al semen protegia a los espermatozoides durante la congelacién. Del
mismo modo, Kaya y cols. (2001) colocaron implantes de melatonina en carneros a los

gue posteriormente extrajeron semen para su congelacién. Tras la valoracion de las
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muestras seminales observaron una mejora en la congelabilidad del semen asi como

un mayor mantenimiento de la integridad del acrosoma espermatico.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido estudiar diferentes aspectos
reproductivos de la raza caprina Blanca Andaluza y el papel de la condicién corporal-

peso vivo y del fotoperiodo-melatonina sobre los mismos.
De este objetivo general se desglosan los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar el inicio de la actividad reproductiva (pubertad) de chivas de raza
Blanca Andaluza nacidas en otofio, estudiando la influencia de la condicién
corporal y del peso vivo en su desencadenamiento.

2. Conocer el efecto de la condicion corporal y de la estacién del aifo (época de
actividad reproductiva y época de anestro estacionario) en los resultados de la
sincronizacién con esponjas intravaginales de progesterona y en la secuencia
de los eventos reproductivos (crecimiento folicular, momento de inicio del
estro, momento del pico preovulatorio de LH y momento de ovulacion) tras la
finalizacidn del tratamiento.

3. Describir la actividad reproductiva a lo largo del afio de hembras caprinas de
raza Blanca Andaluza y la influencia de la condicién corporal y del peso vivo
como posibles moduladores de ésta, ademas de determinar si hay algun efecto
aditivo o interaccién compensatoria entre ambas variables.

4. Estudiar y caracterizar la estacionalidad reproductiva del macho de raza caprina
Blanca Andaluza y conocer si esta estacionalidad afecta a la calidad y
congelabilidad del semen a lo largo del afo.

5. Estudiar si la actividad reproductiva de machos cabrios de raza Blanca Andaluza
puede ser modificada por el fotoperiodo artificial-melatonina y, ademas,
comprobar si dos meses de tratamiento con melatonina exdgena tiene algun
efecto beneficioso en la calidad seminal, tras la crioconservacién, en
comparacion con el tratamiento de dos meses de dias cortos o de dos meses de

dias largos.
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Algunos de los articulos que forman parte de este apartado han sido retirados de la
tesis debido a restricciones relativas a los derechos de autor. Dichos articulos han sido
sustituido por la referencia bibliogréfica, asi como por el enlace al texto completo
(solo miembros de la UHU), enlace a la revista y resumen.

- Gallego Calvo, M.L., Gatica Jorquera, M.C., Celi Mariategui, |.R., Guzman Guerrero,
J.L., Zarazaga Garcés, L.A.: “Body condition score is a critical factor determining the
onset of puberty in Blanca Andaluza female goat kids”. Animal Production Science. Vol.
55 (9), pags. 1179-1183, (2015). DOI: dx.doi.org/10.1071/AN14063

Enlace al articulo:
http://dx.doi.org/10.1071/AN14063

RESUMEN:

This study examines the effect of body condition score (BCS), independently of
bodyweight (BW), on the onset of puberty in Blanca Andaluza female kids born in
Autumn (November). Thirty-six female kids were distributed into three groups
according to their BW and BCS: low BW and low BCS (LL, n = 10), low BW and high BCS
(LH, n = 10), and high BW and high BCS (HH, n = 16). Feeding was adjusted weekly so
that the animals would gain ~50 g per day. Oestrus was checked daily using young
vasectomised bucks fitted with a marking harness. The ovulation rate was determined
by transrectal ultrasonography 10 days after the identification of oestrus. Plasma
samples were obtained weekly for progesterone determination. Changes in BW and
BCS were also recorded weekly. The BCS had a clear effect on the date of first ovarian
activity and first detected oestrus. The HH kids experienced the earliest onset of
puberty (31 August £ 2.4 days) although no significant difference was seen compared
with the LH group (19 September + 8.7 days). A significant difference was recorded,
however, in comparison with the LL group (25 October + 7.8 days) (P < 0.001). No
effect of BCS was observed on ovulation rate. These results show that, in Blanca
Andaluza female kids, the onset of puberty depends strongly upon BCS. There may be
clear benefit in breeding November-born animals if, during the prepubertal period,
they can be maintained with a high BCS.



- Zarazaga Garcés, L.A., Gatica Jorquera, M.C, Gallego Calvo, M.L., Celi Mariategui, I.R.,
Guzman Guerrero, J.L.: “The timing of oestrus, the preovulatory LH surge and ovulation
in Blanca Andaluza goats synchronised by intravaginal progestagen sponge treatment
is modified by season but not by body condition score”. Animal Reproduction Science.
Vol. 146, n. 3-4, pags. 170-175, (2014). DOI: 10.1016/j.anireprosci.2014.02.012

Enlace al texto completo del articulo (solo para miembros de la UHU):
http://dx.doi.org/10.1016/j.anireprosci.2014.02.012

RESUMEN:

The aim of this study was to determine whether a seasonal pattern of reproductive
events is followed after synchronisation by intravaginal progestagen sponge treatment
in female Blanca Andaluza goats, and whether the timing of these events is affected by
body condition score (BCS). During seasonal anoestrus (March), and again during the
breeding season (November), the same 32 does were distributed into four subgroups
according to their BCS: £2.25, =2.50, =2.75, and 23.00 (n = 8 in all cases). They were
then synchronised using a commercial intravaginal sponge treatment. Every 4 h over
the 72 h following sponge removal, oestrous activity, the LH concentration and each
doe's number of follicles were followed by transrectal ultrasonography. The does
synchronised during seasonal anoestrus produced more follicles than those
synchronised during the breeding season (P < 0.01). The time elapsed between sponge
removal and the onset of oestrus, the LH surge and time of ovulation, was also shorter
in these does (P < 0.001). The BCS only modified the number of follicles present in the
ovary just before ovulation; this number was significantly lower in the =2.50 BCS
subgroup than in the other subgroups (P < 0.05). The present results show that the
time to ovulation, and all events around it, are modified by the season in which Blanca
Andaluza does are synchronised, but not by BCS.



- Gallego Calvo, M.L., Gatica Jorquera, M.C., Guzman Guerrero, J.L., Zarazaga Garcés,
L.A.: “Role of body condition score and body weight in the control of seasonal
reproduction in Blanca Andaluza goats”. Animal Reproduction Science. Vol. 151, n. 3-
4, pags. 157-163, (2014). DOI: 10.1016/j.anireprosci.2014.10.011

Enlace al texto completo del articulo (solo para miembros de la UHU):
http://dx.doi.org/10.1016/j.anireprosci.2014.10.011

RESUMEN:

The reproductive activity of 84 female Blanca Andaluza goats was monitored over 17
months to determine the role of body condition score (BCS) and body weight (BW) in
its control. Following a 3 x 2 factorial experimental design, the animals were allocated
to three groups: low BCS (<£2.50, n =24), medium BCS (BCS =2.75-3.00, n=31) and
high BCS (23.25, n=29). The same animals, irrespective of the BCS group
categorization, were also divided into two groups depending on BW: low BW (<40 kg,
n =44) and high BW (>40 kg, n = 40). Oestrus was evaluated daily using vasectomised
males. The ovulation rate was assessed by trans-rectal ultrasonography after the
identification of oestrus. Ovulations were determined by monitoring the plasma
progesterone concentration weekly. The BCS and BW were recorded once a week and
nutritional status adjusted to maintain the initial differences in BW and BCS between
the groups. Both BCS and BW had a significant (at least P <0.05) influence on the
onset, the end, and the duration of the breeding season, with longer periods of
reproductive activity recorded in does with a BCS of >2.75 and BW of >40 kg. No
significant interaction between these variables was observed. Some (11.7%) of the
does in the groups with animals of BCS>2.75 had ovulations during seasonal
anoestrus. None of the does with a BCS of <2.5 had ovulations during seasonal
anoestrus. The ovulation rate of the first and last oestrus was influenced by BW
(P<0.01). These results demonstrate that Blanca Andaluza goats show marked
reproductive seasonality that is clearly and independently modulated by BCS and BW.



- Gallego Calvo, M.L., Gatica Jorquera, M.C., Santiago Moreno, J.L., Zarazaga Garcés,
L.A.: “Exogenous melatonin does not improve the freezability of Blanca Andaluza goat
semen over exposure to two months of short days”. Animal Reproduction Science. Vol.
157, pags. 24-32, (2015). DOI: 10.1016/j.anireprosci.2015.03.010

Enlace al texto completo del articulo (solo para miembros de la UHU):
http://dx.doi.org/10.1016/j.anireprosci.2015.03.010

RESUMEN:

This paper compares the effects of exposure to exogenous melatonin (MEL), short days
(SD, 8 h of light) and long days (LD, 16 h of light), on reproductive activity, sperm
motility and other reproductive variables, in Blanca Andaluza bucks. Fourteen males
were spilt into two groups of seven animals (G1 and G2). They were subjected to five
alternations of 2 months of LD followed by 2 months of SD or MEL before the
experimental period of three consecutive intervals of: (1) 2 months of SD (G1, N =7) or
MEL (G2, N=7); (2) 2 months of LD (G1+ G2, N =14); and (3) 2 months of SD (G2,
N =7) or MEL (G1, N=7). Plasma testosterone concentration, live weight, testicular
weight and fresh semen quality were determined weekly. Semen was also cooled and
frozen—thawed every fortnight, and the same quality variables measured as for fresh
sperm. When the bucks were under LD treatment, the testosterone concentration was
lower than when under MEL or SD treatment (P<0.01); values for the semen
concentration and total number of sperm per ejaculate were also higher (P < 0.001).
No differences were observed between the MEL and SD treatments in terms of fresh,
cooled or frozen—thawed sperm quality. Only some quality variables on fresh semen
were improved by MEL and SD treatment (P < 0.05). In conclusion the results of the
present experiment showed that MEL improved the fresh semen motility variables, but
this did not improve the motility of frozen—thawed sperm over that recorded for either
SD or LD treatment.
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Abstract

Interest in the preservation of endangered breeds such as the Blanca Andaluza goat, has increased and some steps should be
therefore taken to ensure it. The study was designed to determine the seasonal reproductive pattern of Blanca Andaluza bucks, and
whether this affects the quality of their semen and its freezability over the year. Seven bucks were used and their body weight,
testicular weight, plasma testosterone concentration and fresh sperm quality determined every week. The collected sperm was
cryopreserved and stored; it was then thawed and the same sperm quality variables measured every fortnight. High plasma testos-
terone concentrations were recorded during the summer and autumn, and low concentrations were recorded during winter and spring
(p<20.001). No differences were seen between seasons in terms of the percentage of bucks ejaculating, the percentage of active bucks,
or ¢jaculate volume. However, the sperm concentration, the total number of sperm per ¢jaculate, and the values for most fresh sperm
variables were lower during the winter period (at least p<0.05). Afier freezing-thawing, the quality of winter-collected sperm was
better, in some respects, than that of summer-collected sperm (at least p<<0.05). These results reveal that Blanca Andaluza bucks
show seasonal reproductive activity in terms of their plasma testosterone concentration, but no clear change in their sexual behav-
iour between seasons was observed. The values of fresh sperm variables also vary over the year, reaching their lowest during
winter. However, after freezing-thawing, winter-collected sperm is of overall better quality than sperm collected during the summer.
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Abbreviations used: BW (body weight); LH (luteinizing hormone); LIN (linearity coefficient); STR (straightness coefficient);
TW (testicular weight); VAP (average velocity); VCL (curvilinear velocity); VSL (straight-line velocity); WOB (Wobble coefficient);
WWS (week within the season).

Citation: Gallego-Calvo, L.; Gatica, M. C.; Santiago-Moreno, I.; Guzman, I. L.; Zarazaga, L. A. (2015). Seasonal changes in
reproductive activity, sperm variables and sperm freezability in Blanca Andaluza bucks. Spanish Journal of Agricultural Research,
Volume 13, Issue 4, ¢0403, 10 pages. http://dx.doi.org/10.5424/sjar/2015134-8168.

Received: 18 Jun 2015. Accepted: 29 Oct 2015.

Copyright © 2015 INTA. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-Non
Commercial (by-nc) Spain 3.0 Licence, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the
original work is properly cited.

Funding: INIA-CICYT (Spain), Grant RZ2010-00001-00-00

Competing interests: All authors declare that there is no conflict of interest that could be perceived as prejudicing the impartial-
ity of the research reported.

Correspondence should be addressed to L.A. Zarazaga: zarazaga@uhu.es

Introduction

The Blanca Andaluza breed of goat, which is native
to Spain and adapted to Mediterranean environmental
conditions, 1s endangered according to the Official
Catalogue of Spanish Livestock Breeds (RD
2129/2008; BOE, 2009). Steps should therefore be
taken to ensure its preservation.

In addition to its use in the genetic improvement of
livestock animals, semen cryopreservation is essential
in the preservation of endangered genetic resources. It
is not sure whether male Blanca Andaluza goats show

reproductive seasonality. Understanding how this might
affect semen quality and freezability over the year
could throw light on how to improve the quality of
cryopreserved sperm.

The photoperiod has been suggested the main factor
influencing seasonality in buck reproductive activity
(Delgadillo et ai., 1993). Short days and decreasing day-
length stimulate the secretion of luteinizing hormone
(LH), which in turn, induces testicular growth and the
release of testosterone, resulting in quantitative and
qualitative improvements in semen production plus in-
creased sexual behaviour. In contrast, long days and in-

103



Articulo 4

[

creasing daylength reduce LH secretion and testicular
growth, leading to a fall in the plasma testosterone con-
centration, reduced sperm quality, and diminished sexu-
al behaviour (Rouger, 1974, Muduuli ef al., 1979; Cor-
teel, 1981; Thimonier ef af., 1986, Pelletier ef ¢, 1988,
Delgadillo & Chemineau, 1992; Zarazaga ef af., 2009

The information in the literature regarding the freez-
ability and fertilizing capacity of buck sperm collected
during the breeding and non-breeding season is contra-
dictory. Some authors report sperm freezability, frozen-
thawed sperm variables (Nunez ef of., 1982, Boue &
Corteel, 1992, Muhuyi et af , 1992; Pintado et ¢l , 1992,
Tuli & Holtz, 1995} and the fertilizing capacity of tro-
zen-thawed sperm (Corteel e al., 1978) to be better in
sperm collected during the breeding season. However,
other authors (Peskovatskov ef ¢f., 1974, Summermatter
& Flukiger, 1982) report no seasonal differences.

The aims of the present work were to: 1) determine
whether Blanca Andaluza bucks show a seasonal pat-
tern of reproductive activity; and 2) exarmine the qual-
ily of frozen-thawed sperm collected at different times
of the year. The results obtained could be of use in
programames designed to preserve this breed of goat.

Material and methods
(zeneral

All procedures were performed by trained personnel
in strict accordance with Spanish guidelines for the
protection of expertmental animals (R 53/2013; BOE,
20133, and in agreement with European Union Direc-
tive 86/609. The study was conducted at the Univer-
sity of Huelva experimental farm (37° 207N, 6° 54 W),
which meets the requirements of the Eurcpean Com-
munity Commission for Scientific Procedure Establish-
ments (2010/63; OJEU, 2010).

The animals examined were seven Blanca Andaluza
bucks (8 months old at the start of the experiment),
previously frained to mount a teaser doe and to ejaculate
into an artificial vagina. These amumals were fed daily
with barley straw {ad libitum), lucerne hay and a com-
mercial concentrate, according to their body weight and
in agreement with INRA standards (Morand-Fehr &
Sauvant, 1988). All amimals had fiee access to water and
mineral blocks containing trace elements and vitamins.

Experimental design

Data collection began on 14" November 2012 and
ended on 9 July 2014, However, since the bucks were

voung at the start of the experiment, only data from the
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last vear (July 2013 to July 2014) were used in analy-
ses. The experiment was designed to determine the
effect of season on reproductive status and sperm
variables. Summer, autumn, winter and spring were
defined as the periods between June 21% and September

25 September 23" and December 20%, December 217
and March 20" March 217 and June 20™, respectively.

Body weight, testicular weight, and plasma
testosterone concentrations

Body weight (BW), testicular weight (TW) and
plasma testosterone concentrations were recorded
weekly throughout the study. Testicular weight was
assessed by comparative palpation using an orchidom-
gter; the same operator always performed this task
(Oldham et «f., 1978). Blood for determining the
plasma testosterone concentration was obtained by
Jugular venipunciure, employing vacuum tubes contan-
ing heparin, This was performed once per week at
09:00 h over the entire experimental period. Plasma
was obtained by centrifuging the collected blood at
3000 g for 30 min. It was then stored at -20°C until
analysis for testosterone using a commercial enzyme-
linked immunoassay (ELTSA) kit (Demeditec Diagnos-
tics, Kiel-Wellsee, Germany). All plasma samples were
analysed at the same time at the end of the experiment.
The ntra-assay coefficient of vanation, estimated from
plasma standards, was 8.9% for samples containing 0.5
ng/ml testosterone, 5.1% for samples with 2 ng/mL,
and 7.3% for a samples containing 16 ng/mL.

Semen collection and sexual behaviour

Semen was collected weekly. On each occasion, the
sexual behaviour of each buck was assessed by present-
ing 1t with an intact oestrus-induced dog, allowing 5 mm
for the male to gjaculate. Oestrus was induced in teaser
does via a subcutaneous injection of 2 mg of cestradiol
cypionate (Sigma-Aldrich Quimica, S A, Spamn) (Del-
gadillo et al., 1999, Zarazaga et of., 2009}, The gjacula-
ton latency, the percentage of bucks that ejaculated, and
the percentage of active males (bucks that attempted to
ejaculate at least twice, but did not achieve ejaculation
within § min}, were recorded. Animals were always
tested in the same order and by the same handlers.

sSperm evaluation

Aotal of 324 gjaculates were evaluated. The volume
of ejaculated semen was recorded immediately after
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collection in a graduated collection vial. Overall motil-
ity was immediately assessed by transferring a drop of
undiluted semen to a warm slide (35°C7, placing a cover
slip on 1t, and observing it under a microscope at 40x.
Results were recorded on an arbitrary scale of 010 5
{0 = no motility, 5 = 100% motility ) (Baril et af, 1993,

Sperm concentration and kinematic motility varia-
bles were measured using a CASA system (ISAS,
Proiser SL, Valencia, Spain). Sperm concentration was
measured emploving a Biirker chamber after diluting
an aliquot of semen with a 0.05% formaldehyde saline
solution (1:400) and observing at 400« magnification.
The total number of spermatozoa per gjaculate was
calculated from the ejaculate volume and sperm con-
centration. The kinematic motility variables recorded
by the CASA system were: percentage of static, motile
and progressive motile spermatozoa, curvilinear veloc-
ity (VCL, um/s, i.e., the velocity of the actual trajec-
tory of the sperm), straight-line velocity (VSL, pm/s,
i.e., the velocity calculated using the straight-line
distance between the beginning and end of the sperm
track), average velocity (VAP um/s, i.¢., the velocity
over the smooth caleulated path), and the linearity
coeffictent (LIN}, straightness coeflicient (STR) and
wobble coefficient {WOR). Sperm were classified as
being of medium velocily when their VCL was between
45 and 75 um/s and rapid when their VCL was >75
wm/s. Sperm were deemed progressively motile when
their trajectory was straight for at least 80% of the path
taken, as suggested by the manufacturer of the CASA
system.,

Sperm processing, chilling and sperm
freezing

Selected semen samples, e, those with a sperm
concentration of »3500-10° spermatozoa/mL, and an
overall motility of >4 according to the above criteria,
were frozen every fortnight. These criteria determined
that a total of 128 ejaculates were processed. Atter
checking that these criteria were met, the chosen sam-
ples were diluted in washing solution at 1:10 (vv) (250
mhd Tris, 28 mM glucose, 104 mMM citric acid, 0.05%
streptoraycin, 500 Ul penicillin/mL ) at 37°C, and then
centrifuged once (700 g for 15 min) to eliminate the
seminal plasma. The supernatant was then removed
{now at room temperature [23°C]) and the pellet di-
luted in a Trns-volk extender (250 mM Tnis, 28 mM
glucose, 104 mM citric acid, 12% egg volk, 0.05%
streptomycin, 500 UL penicillin/ml, and distilled water
to 100 mL). After 5 min, a similar volume of a second
axtender (250 mM Tris, 28 mM glucose, 104 mh citric
acid, 12% egg yolk, 8% glycerol, 0.05% streptomycin,
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500 UT penicillin/mL, and distilled water to 100 mL)
was added at room temperature (20°C), resulting n a
final sperm concentration of 800107 spermatozoa/mL,
6% egg volk and 4% glycerol. Lecithin in the egg yolk
was inactivated by subjecting the latter to 56°C for 30
min before its use in the extenders. Both extenders were
prepared in the laboratory using reagent-grade chomi-
cals purchased from Panreac Quimica 3. A. (Barcelona,
Spain) and the Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USAY, The sperm was then chilled from rcom tem-
perature to 5°C 1in a cooler over a pertod of least 3 h,
before being packed m 0025 or 0.50 ml plastic straws.
Finally, the straws were placed horizontally on a rack
situated 4 om above the surface of a hquid nitrogen bath
for 15 mun before being plunged into the same bath. The
frozen straws were then stored in hquid nitrogen.

Post-chilling and post-thawing assessment of
sperim variables

Sperm quality was evaluatad after the 3 h chilling
period and again atter freezing-thawing, thawing was
performed no later than one day atter freezing. The
frozen straws were thawed in & water bath at 37°C for
30 5. Both the chilled and {rozen-thawed sperm was
transferred to a warm slide and the kinematic motility
variables measured as described above.

Stafistical analyses

The effect of season (spring, summer, autumn and
winter) and week within the season (WWSE, with 13
weeks per season) on BW, TW and plasma testosterone
concentration was analvsed using the repeated measures
option of the General Linear Model procedure pro-
vided by the SPSS package for Windows (2008). In
this model, the different seasons and WWS were taken
as intra-subject factors, Significant differences in the
influence of WWS were analysed using the Bonfer-
roni test.

ANOVA including the male as fixed factor was used
to examine the effect of season on all the studied vari-
ables in fresh, chulled and frozen-thawed sperm. Vari-
ables expressed as percentages (sperm motility, bucks
that ejaculated, and percentage of active males), and
the values for overall motility were arcsine-transformed
before analysis. When differences between seasons
were detected, they were examined using the Tukev
t-test. ANOVA was also used to compare the effect of
season on the motility variables of the rapid and me-
dium velocity fresh, chilled and frozen-thawed sperm.
Significance was sel at p<0.05.

December 2015 » Volume 13 « Tssue 4 ¢ ¢0403
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Results

Body weight, testicular weight and plasma
testosterone concentration

Repeated measures analysis showed season to have
a significant effect on BW and plasma testosterone
concentration (p<<0.01). The BW was higher during
spring than any other season, and plasma testosterone
wags higher during summer and autumn than during
spring or winter (Table 1). Moreover, the interaction
Season = WIVS had a significant (p<0.01) effect on

904

Summer Autumn

804

704

50

Body weight (kg)

10

plasma testosterone, with concentrations increasing
over the weeks of summer, and decreasing over the
weeks of autumn. During spring and winter, testoster-
one concentrations remained at low levels, during
summer testosterone concentrations increased, and
during autumn they decreased (Fig. 1).

Sexual behaviour and fresh sperm variables

No differences were seen (Table 2) between seasons
in terms of the percentage of bucks that ejaculated
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Figure 1. Weekly means (+SEM) over one year for body weight (kg, top), testicular weight (g, middle)
and plasma testosterone concentration (bottom, ng/mL) for seven Blanca Andaluza bucks maintained under
natural photoperiod conditions.
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Table 1. Liva weight, testicular weight and plasma testosterona concantrafion over the four seasons of the year. Values for each

season are means & SHEM.

Suntmer Autumn Winter Spring
Live weight (kg) 67.1+ 1.1b 62.9+07¢ 717 +084 768+0.7a
Testicolar weight (g) 2843+ 355 2658+ 43 2839+66 309677
Testosterona concantration (ng/ml.) 10.00 + 0.81a 811+ 0.73a 324+ 0.33b 384+ 0.36b

Different letters in the same row indicate significant differences betwaen groups (p<0.033.

Table 2. Sexanal behaviour and values for fresh sperm vanables over the four seasons of the year. Values for each season are

means + SEM.

Summer Aufumn Winter Spring
Bucls that ejaculate (%2) 82.1 83.1 90.4
Active males (%) 89.6 93.2 96.2
Hjaculation latency (s) 51.8+6.0 3574351 363436
Eiaculate volume (mL ) 0.87+0.04 i 0.93 4 0.09 095+ 0.05

Semen concentration (10° sperm/mL )
Total sperm per ejaculate {10° spermi/ejaculate)
Global motility

7776.8 £ 757 .6a
6606.4 £ 663.0a
4.52 = 0.15a

53462 £ 3951 33361 £449.4¢  4141.0 %= 448.6be
50114+ 478.6ab 32917 £635.2b  43R2.6+ 617.6b
4.21+£43.15a 3.38+0.28b 400+ 0.24ab

Dnfferent letters in the same row indicate significant differences between groups (p <0.03).

{85.6%), the percentage of bucks considered active
(93.0%), ejaculation latency (47.0 + 2.8 5}, or ejaculate
volume {0.91 + 0.02 mL). However, differences were
seen between seasons in terms of sperm concentration
and the number of sparm per ejaculate, with values
lower during winter and higher in summer (at least,
p<0.01; Table 2. Finally, overall motility varied be-
tween seasons (p<0.01; Table 2), with the lowest values
recorded during winter,

Fresh sperm kinematic meotility variables

The VSL, LIN, STR and WOB values, and the per-
centages of motile, rapid and progressive spermatozoa,
varied between season, with the lowest values record-
ad during winter {at least p<0.05; Fig. 2). For the rapid
spermatozoa, only the values of V3L and LIN varied
between seasons (Table 33, with the lowest values re-
corded in winter and the highest in summer. For the
medium velocity spermatozoa, the values of all the
kinematic motility variables varied between seasons,
agam with the lowest values recorded in winter and the
highest in summer (Table 4},

Chilled sperm variables

Only the values of VCL, LIN, STR and WOB varied
between seasons (at least p<0.05; Fig. 3), with the high-
est VCL and lowest LIN, STR and WOB values re-
corded in autumn. For the rapid spermatozoa, VSL,
LIN, STR and WOB all varied between seasons, with

Spanish Journal of Agricultural Research

the highest values recorded in spring (Table 3). Fer the
medium velocity spermatozoa, the values of all the
kinematic motility variables (except for VCL ) varied
between seasons, with the lowest recorded in autumn
(Table 4).

Frozen-thawed sperm variables

The VCL and VAP results differed between seasons,
with higher values recorded in winter than in surmmer.
Very large differences were also observed in terms of
the percentage of motile, rapid and progressive sperma-
tozoa, with the best results recorded in winter (Fig, 4).

When examined separately, netther the rapid nor
medium velocity spermatozoa differed between seasons
in terms of any kinamatic motility variable (Tables 3
and 4.

Discussion

The present resulis show that, when maintained
under natural photoperiod conditions, Blanca Anda-
luza bucks show marked seasonal variation in their
reproductive activity, as measured by the plasma tes-
tostarone concentration and fresh sperm quality and
freezability. When plasma lestosterone concentrations
were high the bucks showed their lowest body weight
and vice versa. In general the lowest values for fresh
semen variables were recorded in winter. However,
winter-collected sperm returned better quality results
after freezing-thawing than summer-collected sperm.
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Table 3. Valuas for kinematic motility variables for rapid velocity spermatozoa in frash, chillad and freeze-thawed sperm over

the four seasons of the yvear. Values for each group are means & SEM.

Variable Summer Autumn Winter Spring
Fresh semen VL 1083+ 1.3 107.2+2.35 100.0 + 4.3 98,7+ 6.0
V5L 86.7+ 1.8a 783 L2 dab T01+ 4.4b TOA6 = 5 Oab
VAP 006+16 o42+27 BEEE43 924587
LIN ToO9+12a 714+ 2.0ab 658+ 3.8b T1.8= 4.4ab
STR 86.0+ 0.8 814+ 18 75.5+£3.7 76.6= 46
WOR Q2806 859+ 272 82036 B33:530
Chilled semen VL 006714 1014+ 1.7 96,2 & 1.0 921+ 1.5
V8L 54.6 + 2.4ab 51,4+ 2.3b 557+ 2.1ab 4.3+ 3.3a
VAP TTT£22 777£22 779+£1.6 BS6+22
LIN 542+£24b 30.7=2.0b 379+ 2 1ab 64.8+29a
STR 657+ 1.6ab 658+ 150 712+ 1. 5ab 47+ 2 1a
WOB 7714 1%b 765+ 1.6b 81.0+ 1.4ab BG.34k 1.6a
Frozen-thawed semen VCL 851445 893+ 0.6 926+ 0.9 G936+ 1.0
V3L 5624 3.4 537+ 1.0 505+22 61.2+2.1
VAP 69739 713+1.2 771+ 1.6 700413
LIN 627+ 3.8 60.1= 1.0 64324 63.4+2.3
STR 764+£472 75306 770£19 T64+£19
WOR T78+43 798+ 1.0 833+ 14 854+ 1.1

VI, curvilinear velocity, um/s; V8L, straight-line velocity, pnvs; VAP average path veloeity, pm/s; LIN, lincarity coefficient, %,
STR, straightness coeflicient, %, WOB, Wobble coefficient, %. Different letters in the same row indicate significant differences be-

fween groups (p<0.05),

Table 4. Values for kinematic motility variables for medium velocity spermatozoa in fresh, chilled and freeze-thawed sperm
over the four seasons of the year. Values for each group are means = SEM.

Variable Sumimer Avtumn Winter Spring
Fresh semen VCL 63.0+1.2a 60.1+ 1.6a 50.7 + 3.9b 57.9 + 2.8ab
V8L 504+ 1.2a 4414 1 8ab 3584 3.1b A6.6+ 2.8a
VAP 5794 12a 51.94& 1.8a 42.6 4 3.5b 528+ 2%9a
LIN B03+12a 724+ 21a 508+ 48b 746+ 41a
STR 87.1+0.8a 4.5+ 1.2a 70.4 = 5. 1b 81.8+ 4.0ab
WOB Q20 +£07a 834+ 18a 71.0+53b 84.9 4+ 4.0a
Chilled semen VCL 62,6+ 0.3 02,5+ 0.4 651+ 2.6 01.8:+0.8
VEIL 36,0+ 1.5ab 3864+ 1.7a 384 1.2a
VAP 48.5 + 1.2ab 524+ 2.3a 50,2+ 1.1ab
LIN 574 + 2.3ab 504+ 1.8ab 62.14+1.0a
STR 73.6 £ 1.6ab 67.3 £ 2.0b 738+ 1.4ab 76.2+ 1. 1a
WOR 774 & 1.6ab 7554 10b 803 & 1 1ab 813k 148
Frozen-thawed semen VL 39.6+0.6 60.9 = 0.4 61.7+ 0.0 GLE+07
VSL 398+ 1.8 409+ 1.3 390.9+07
VAP 493+ 1.4 514+ 1.0 508+ 0.6
LIN 66,34 2.7 663+ 1.9 6574 1.3
3TR 79.6 + 2.1 794+ 1.3 78.6+1.0
WOB 825+1.8 834+ 1.3 83,36+ 0.7

VCL: curvilinear velocity, umvs, VSL: straight-line welocity, nm/s; VAP average path velocity, urms; LIN: linearity cocfficient, %o,
STR: straightness coefficient, %: WOB: Wobble coefficient, %. Different letters in the same row indicate significant differences be-

fwaen groups (p<0.03),

The plasma testosterone concentrations recorded
were clearty associated with the natural photoperiod,
high testosterone concentrations were recorded during
summer and autumn (decreasing daviength), and low
concentrations were recorded during winter and spring
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(increasing davlength). These results reveal the exist-
ence of a well-defined breeding season characterised
by high testosterone production in these animals. The
seasonal changes in testosterone secretion seen were
very similar to those reported for Payoya bucks living
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Figure 2. Mean values (+SEM) for straight-line velocity (VSL, pm/s), linearity coefficient (LIN, %),
straightness coefficient (STR, %), Wobble coeflicient (WOB, %), motile spermatozoa {%), rapid sper-
matozoa (%) and progressive spermatozoa (%) in fresh semen over the four seasons of the year (Sum-
mer: n=86; Autumn: n=80; Winter: n=76; Spring: n=82). Different letters above the histogram bars,
indicate significant differences between groups (p<0.05).
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Figure 3. Mean values (£SEM) for curvilinear velocity (VCL, um/s), linearity coeflicient (L.IN, %),
straightness coefficient (STR, %), Wobble coefficient (WOB, %) in chilled sperm over the four seasons
of the year (Summer: n=40;, Autumn: n=40;, Winter: n=24; Spring: n=24). Different letters above the
histogram bars, indicate significant differences between groups (p<0.05).
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Figure 4. Mean values (+SEM) for curvilinear velocity (VCL, um/s), average path velocity (VAP, pm/s),
motile spermatozoa (%), rapid spermatozoa (%) and progressive spermatozoa (%) in frozen-thawed
sperm over the four seasons of the year (Summer: n=40; Autumn: n=40;, Winter: n=24; Spring: n=24).
Different letters above the histogram bar, indicate significant differences between groups (p<0.05).

at the same latitude (Zarazaga et al., 2009), for Creole
bucks in Mexico (Delgadillo et al., 1999; 2004), for
Blanca Andaluza bucks under artificial photoperiod
(Gallego-Calvo et al., 2015) and bucks of other Medi-
terranean goat breeds (Todini et af., 2007). However,
in Alpine bucks living at 46°N, increases in plasma
testosterone are delayed until late August—September
(Delgadillo & Chemineau, 1992). This is probably due
to a longer lag time between the perception of the pho-
toperiodic signal and the expression of physiological
responses in these animals (Delgadillo et af., 2004).

The changes seen in plasma testosterone were in-
versely associated with changes in BW. Such BW
changes have previously been reported in both sexes
of this species (Delgadillo et al., 1991, Walkden-
Brown et al., 1994a; Delgadillo et al., 1999, 2004,
Zarazaga et al., 2009). It has been suggested that dif-
ferences in food intake might explain them (Walkden-
Brown et al., 1994b; Argo et al., 1999). It may be that,
as the males show more breeding activity due to their
higher testosterone concentrations (even homosexual
behaviour), their browsing time is reduced.

Lower sperm concentrations, smaller total numbers
of spermatozoa per ejaculate, and lower overall motil-
ity were also seen during winter when plasma testos-
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terone was low. These findings are similar to those
obtained by Karagiannidis et al. (2000) who worked
with Alpine, Saanen and Damascus goats, and that
reported by Roca et af. (1992), Pérez & Mateos (1996),
Zarazaga et al. (2009) and Dorado et af. (2010) for
other Spanish goat breeds. However, the seasonal
changes in plasma testosterone were not associated with
any variation in TW, the percentage of ejaculating
bucks or active bucks, ejaculation latency, or ejaculate
volume. This contrasts with results obtained by our
group for Payoya bucks (Zarazaga et al., 2009), and
suggests that Blanca Andaluza bucks are less seasonal
than other Spanish goat breeds —at least in terms of the
above variables. Recently, Gallego-Calvo et af. (2014),
working with females of this breed, reported that
around 10% of does showed ovarian activity through-
out the vear; this has not been described for other Span-
1sh goat breeds.

For the fresh sperm, the values for the kinematic
motility variables and the percentages of motile, rapid
and progressive sperms were lower during winter com-
pared to summer, with no differences seen between the
other seasons. This, along with the lower sperm con-
centration, suggests winter to be the worst period dur-
ing which to collect Blanca Andaluza semen. This
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agrees with pravious results obtained by our group on
Payova bucks (Zarazaga et al, 2009) In that earlier
experiment, the values for VCL, VSL and VAP were at
their lowest in December. It was surprising to see,
therefore, that winter-collected sperm showed better
post-thaw quality than summer-collected sperm. It may
be that the larger number of sperms in the summer
gjaculates impeded the removal of the seminal plasma
by the washing solution (the same volume was used in
both seasons), leading to its poorer cryopreservation.
Some enzymes produced m the bulbourethral gland are
responsiblie for the degradation of egg volk and
skimmed milk products, producing compounds toxic
to sperm (Roy; 1957, Iritani & Nishikawa, 1961).

The values for the kinematic motility variables and
the percentage of motile spermatozoa decreased pro-
gressively from fresh to chilled to frozen thawed-
sperm. This might be expected since this kind of pro-
cessing can be harmiul to sperm ultrastructure,
biochemistry and function (Watson, 2000), resulting in
reduced motility, membrane integrity, and {ertilizing
capacity (Purdy, 2008),

In concluston, the results of this work support the
1dea that Blanca Andaluza bucks are subjected to
marked seasonality in terms of their plasma testosterone
concentration, with more intense secretion occurring
during summer and autumn (decreasing daylength).
However, no clear changes in their sexual behaviour
are seen aver the year. The lowest fresh semen quality
was obtained in winter, a period with very low testos-
terone concentrations, However, after freezing-thawing,
winter-collected sperm returned better sperm guality
results than summer-collected sperm.
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Articulo 5. Se corresponde con el objetivo 5:

El tratamiento con melatonina exégena no mejora la congelabilidad del semen de

machos cabrios de raza Blanca Andaluza respecto al tratamiento con dias cortos.

Exogenous melatonin does not improve the freezability of Blanca Andaluza goat
semen over exposure to two months of short days.
L. Gallego-Calvo, M.C. Gatica, J. Santiago-Moreno, J.L. Guzman, L.A. Zarazaga

Animal Reproduction Science (2015) 157: 24-32
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DISCUSION GENERAL

En todos los experimentos de este estudio llevados a cabo en hembras, se han
estudiado diferentes aspectos de la actividad reproductiva de la raza caprina Blanca
Andaluza y, dependiendo de la etapa reproductiva, la influencia de distintos factores
como la nutricidon-peso vivo-condicién corporal y el fotoperiodo. Se ha demostrado
que el inicio de la pubertad de chivas de raza Blanca Andaluza nacidas en otofo, se
produjo en el siguiente periodo de actividad reproductiva (el otofio siguiente) al del
nacimiento. Esto coincide con lo publicado por nuestro grupo para las chivas de raza
Payoya nacidas en otofio (Zarazaga y cols., 2009c). De forma similar, Papachristoforou
y cols. (2000), trabajando con cabras de raza Damasco, Freitas y cols. (2004) con cabras
Anglo-nubianas y Saanen en condiciones tropicales, Devenson y cols. (1992) con cabras
Saanen en Europa, Greyling y Van Niekerk (1990) con chivas Boer, y Delgadillo y cols.
(2007) con chivas Criollas, observaron que la pubertad comenzaba durante la primera
estacidon reproductiva tras el nacimiento. Conjuntamente, todos estos resultados
sugieren un fuerte efecto de la época de nacimiento sobre el inicio de la pubertad en
caprino, con el fotoperiodo jugando un papel clave aparentemente (Chemineau y cols.,
1988a).

La media de edad para el inicio de la pubertad (317,2 + 5,1 dias de edad) fue
mas temprana que las publicadas por Zarazaga y cols. (2009c) para chivas de raza
Payoya, nacidas en la misma estacién (347,9 + 65,7 dias de edad). Esto podria ser
explicado por diferencias raciales. En el anterior trabajo, las chivas de raza Payoya
iniciaron la pubertad cuando su peso vivo (PV) fue de 28,3 kg y su condicién corporal
(CC) de 2,71, mientras que las hembras del grupo con bajo PV y baja CC (grupo BB) de
la presente memoria, comenzaron la pubertad en una edad similar a la registrada para
las chivas Payoya, pero con un menor PV (22,7 kg) y menor CC (2,48); lo que podria
indicar que las chivas de raza Blanca Andaluza podrian ser mas precoces que las de
raza Payoya. Gordon (1975) indicé que la pubertad en animales de granja requiere un
PV critico para alcanzarla. En cabras, Smith (1980) publicé que este PV debia ser un 60-
75% del PV adulto. Sin embargo, chivas autdctonas del norte de Marruecos alcanzaron
la pubertad con un PV estimado de 17,6 kg, esto es un 46% del PV adulto, similar a lo

observado para cabras Saanen (Freitas y cols., 2004) y Payoya (Zarazaga y cols., 2009c).
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En el presente experimento, las chivas de los grupos BB y BA (bajo PV y alta CC)
comenzaron la pubertad con un 59,3 £ 1,6% del peso adulto. Esto indica que, para esta
raza, el PV critico para el inicio de la pubertad estd aproximadamente en un 60% del PV
adulto. Las chivas del grupo AA (alto PV y alta CC) probablemente alcanzaron este peso
critico antes del inicio del experimento, pero no iniciaron la pubertad debido a que el
fotoperiodo en ese momento no era favorable. Curiosamente, no se encontraron
diferencias entre grupos con respecto al porcentaje del peso final adulto en el
comienzo de la pubertad. Esto indica que un PV de aproximadamente un 60% del peso
adulto favorece el inicio de la pubertad, pero que otros indicadores, como la condicién
corporal, también pueden ejercer una influencia importante sobre el inicio de la
misma.

En este sentido, los animales del grupo BA alcanzaron la pubertad al mismo
tiempo que los animales del grupo AA, y todos ellos antes que el grupo BB, pero todos
los animales tenian el mismo porcentaje de peso vivo adulto. Estos resultados
coinciden con resultados anteriores para cabras Payoyas publicados por Zarazaga y
cols. (2009c). En este ultimo trabajo, el PV no modificé el momento de inicio de la
pubertad, pero las chivas de mayor CC comenzaron la actividad reproductiva antes. En
ese estudio, los grupos de animales de diferente CC se establecieron
independientemente del nivel nutricional. Sin embargo, en el presente experimento,
los grupos se establecieron desde el principio. En consecuencia, las diferencias
encontradas entre las chivas de los grupos BA/AA y BB podrian ser explicadas por
determinados factores como la secrecion de leptina. Asi, un incremento en la leptina
plasmadtica durante el inicio de |la pubertad probablemente actia como una sefial para
el paso a la madurez sexual (Vitali y cols., 2005; Foster y Jackson, 2006) y esta seiial se
podria producir antes en las chivas de alta CC.

No se observd ningun efecto del PV o CC sobre la tasa de ovulacién en la
pubertad. Esto contrasta con resultados previos obtenidos por nuestro grupo
trabajando con chivas de raza Payoya nacidas en la misma estacién (Zarazaga y cols.,
2009c). En dicho experimento, no se observé ningun efecto de la nutricién ni la CC en
la tasa de ovulacidn, pero si un claro efecto del PV en esta variable. La razén podria ser
gue esos animales al ser mas pesados estaban mas desarrollados, permitiendo en ellos

alcanzar una tasa de ovulacién similar a la de cabras adultas. Sin embargo, en el
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presente experimento, a pesar de que las chivas del grupo AA tenian un mayor PV que
los animales de grupo BB, no se observd ninguna diferencia en la tasa de ovulacién.
Esta diferencia entre las chivas de raza Payoya y las de Blanca Andaluza, podrian ser
explicadas por diferencias raciales o también porque, los animales del presente
experimento, alcanzaron la pubertad a una edad mas temprana que los del estudio
previo y como consecuencia, su eje endocrino quizas estuviese insuficientemente
desarrollado para alcanzar una mayor tasa de ovulacion.

Una vez estudiada el inicio de la actividad reproductiva de las chivas de raza
Blanca Andaluza, nos planteamos estudiar la fisiologia de diversos eventos
reproductivos y el efecto de la condicidn corporal y del momento de la sincronizacion
con esponjas intravaginales de progesterona (época de anestro estacional o época de
actividad reproductiva). Los resultados obtenidos muestran que las hembras de raza
Blanca Andaluza responden adecuadamente a la sincronizacion mediante el
tratamiento con esponja intravaginal de progesterona, independientemente de la
estacion o del nivel de CC. Pero se constatd que la estacién fue el factor mas
importante que afecté al resultado del tratamiento de sincronizacidn, tras la retirada
de la esponja; tanto el tiempo hasta la aparicién del celo, como el momento del pico
de LH y el momento de la ovulacion fueron menores en hembras sincronizadas
durante el anestro estacional.

La estacion en la que se realizd la sincronizacién no tuvo efecto en el porcentaje
de hembras que mostraron celo, lo que sugeriria que esta raza responde
adecuadamente a este tratamiento. Los porcentajes registrados (88% estacion
reproductiva vs 97% anestro estacional) fueron similares a los publicados por otros
autores usando esponjas con 20 mg de progestageno (Leboeuf y cols., 2003).

Respecto al crecimiento y maduracién folicular, se observé un mayor nimero
de foliculos 2 1 cm durante el anestro estacional que durante la estacién reproductiva.
Este resultado se podria considerar inesperado. Sin embargo, un incremento en el
crecimiento folicular deberia conducir a un incremento de la tasa de ovulacion, bien
provocada por una mayor respuesta del pool de foliculos a los incrementos de
gonadotropinas o a un mayor periodo de crecimiento inducido por la FSH previo al
pico preovulatorio de LH (Scaramuzzi y cols., 1993). En el presente trabajo, uno de

estos acontecimientos se tuvo que producir de una manera mas marcada durante el
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anestro estacional. La condicidn corporal tuvo un efecto en el nimero de foliculos >
1 cm justo antes de la ovulacién, siendo el menor niumero el registrado en el subgrupo
de CC=2,50. Este resultado también fue algo inesperado ya que lo normal hubiera sido
que el menor numero de foliculos preovulatorios se hubiera observado en el grupo con
CC< 2,25. No obstante, Meza-Herrera y cols. (2008) publicaron que el nimero de
foliculos preovulatorios 25 mm no era diferente en cabras con alta (3,2) o baja (2,1)
condicidon corporal. Ademads, el efecto de la condicidn corporal sobre esta variable
tampoco puede ser explicado por la secrecién de LH, ya que no se vieron diferencias
entre los subgrupos de CC en términos de concentracién de LH en el momento del pico
preovulatorio de LH. Esto sugeriria que las ultimas fases del desarrollo folicular y
ovulacidn serian independientes de la actividad hipotalamica, tal y como indicé Meza-
Herrera y cols. (2008). Por lo tanto, una posible explicaciéon para estos resultados
consistiria en una variabilidad individual en la respuesta al tratamiento, o que el
tratamiento con eCG podria haber enmascarado las posibles diferencias debidas a la
CC.

La época del tratamiento tuvo un efecto claro sobre el momento de aparicién
del celo, el momento del pico preovulatorio de LH y el momento de la ovulacidn tras la
retirada de la esponja; todos estos valores fueron menores cuando las hembras fueron
sincronizadas durante el anestro estacional. Sin embargo, trabajando con cabras de
raza Alpina, Baril y Vallet (1990) observaron que el intervalo entre la retirada de la
esponja y el inicio del celo era menor en hembras sincronizadas durante la estacién
reproductiva. Esta diferencia podria ser explicada por el tratamiento usado; los ultimos
autores emplearon FSHp para sincronizar sus animales. Igualmente, Ritar y cols. (1984)
y Pierson y cols. (2003) mostraron que el intervalo entre la retirada de la esponja y el
momento del pico preovulatorio de LH era menor en hembras sincronizadas durante la
estacion reproductiva, al contrario que nuestros resultados. También, Ritar y cols.
(1984) observaron que cuando la eCG era inyectada 48 horas antes de la retirada de la
esponja, el pico preovulatorio de LH ocurria mas tarde en hembras sincronizadas
durante el anestro estacional que en aquellas sincronizadas durante la estacién
reproductiva, siendo también un resultado opuesto al nuestro. No obstante, se ha
demostrado que, cuando los animales estdn ciclicos, las mayores concentraciones de

progesterona en el momento de la luteolisis (inducida por la inyeccién de
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prostaglandinas) pueden retrasar la aparicion del pico preovulatorio de LH (Freitas y
cols., 1996). Por lo tanto, se podria esperar un menor intervalo entre el momento de
retirada de la esponja y el momento de salida en celo en hembras que no estan
ciclicas, es decir, las sincronizadas durante el anestro estacional, tal y como se observa
en el presente experimento. Estas, responderian mas rapidamente a la retirada de la
esponja porque no tienen unos niveles hormonales preexistentes que superar. Esto
ademas fue confirmado examinando los valores del error estandar de la media en los
resultados del presente experimento: en el anestro estacional éstos fueron menores
que durante la estacidn reproductiva, indicando que la respuesta tras la retirada de la
esponja fue mas sincronizado. Ademads, dado que el estradiol es el responsable de la
induccion del comportamiento de celo, el pico preovulatorio de LH y la ovulacidn, el
momento de estos eventos debe ser dependiente del ritmo de crecimiento vy
desarrollo folicular. En este trabajo, se observaron un gran nimero de foliculos 2 1 cm
cuando las hembras fueron sincronizadas durante el anestro estacional, asi que los
intervalos estudiados deberian ser mas cortos en estos animales en ese momento del
afio. Quedaria por determinar si esas variaciones son mediadas por mecanismos
ovaricos intrinsecos o simplemente por cambios estacionales en la poblacidon de
foliculos.

Finalmente, los niveles basales de LH fueron superiores en las hembras
sincronizadas durante la estacién reproductiva. Este hecho coincide con resultados
previos obtenidos por nuestro grupo, en hembras ovariectomizadas y tratadas con
estradiol mantenidas en un fotoperiodo artificial, de manera que las concentraciones
de LH fueron mayores durante los dias cortos (estacién reproductiva) que durante los
dias largos (anestro estacional) (Zarazaga y cols., 2011a, b, c). La interaccidn observada
en este trabajo entre la estacidon del afo y el nivel de condicién corporal podria
explicarse porque un mayor nivel de condicién corporal podria estimular la funcién
hipofisaria durante el periodo de anestro estacional (Zarazaga y cols., 2011a, b, c). Sin
embargo, en el presente trabajo, las mayores concentraciones basales de LH se
observaron durante el anestro estacional en el grupo con la CC mas baja, por lo que se

necesitarian mas estudios para explicar este hecho.
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Respecto a la estacionalidad reproductiva de las hembras, los resultados
obtenidos revelan que, mantenidas bajo fotoperiodo natural, las hembras de raza
caprina Blanca Andaluza muestran actividad reproductiva entre agosto y abril, y un
periodo de inactividad reproductiva entre mayo y julio. Ademas, esta estacionalidad
estd modulada por la CC y el PV, pero sin interaccidn o efecto compensatorio entre
estos factores.

En la literatura existen publicaciones tanto en cabras (De Santiago-Miramontes
y cols., 2009) como en ovejas (Forcada y cols., 1992) que sugieren una asociacion entre
unos bajos niveles de CC y una estacion reproductiva mas corta, pero en dichos
estudios las hembras con un mayor PV también tenian una mejor CC, por lo que no
podian diferenciar entre el efecto del PV y de la CC. De forma similar, en otros
experimentos con cabras en los que se estudié el efecto de la nutricion en la actividad
reproductiva (Zarazaga y cols., 2005, 20113, b, c), el nivel de ingesta indujo diferencias
en la CC y el PV, por lo que nuevamente los efectos de la CC y el PV no podian
distinguirse. En el presente experimento, los animales con distinta CC fueron
seleccionados asi como separados en grupos de distinto PV; esto permitia diferenciar
entre los efectos de ambas variables, independientemente, sobre la actividad
reproductiva a los largo del aifo. Con este disefio experimental, no se detectd ninguna
interaccion entre la CCy el PV sobre ninguna de las variables reproductivas estudiadas,
indicando que el impacto que tienen sobre la reproduccidn es independiente la una de
la otra. Este resultado supone que se debe rechazar la hipdtesis de que estas variables
pueden modular la reproduccidn de una manera compensatoria. Ademas, no se
detectd ningun efecto sinérgico entre la CCy el PV, es decir, el grupo de hembras que
tenian una mayor CC y PV no tuvo un periodo de actividad reproductiva mayor que
aquellas hembras con menor CC y menor PV. Fueron, las cabras con una CC>2,75, y
aquellas con un PV>40 kg las que tuvieron un periodo reproductivo mas largo que las
hembras con una CC<2,50 o un PV<40 kg (P<0,01).

Quizas una menor CC o un menor PV sea traducido a nivel hipotaldmico por una
reduccidon en la secrecion de GnRH (Imakawa y cols., 1987; Tanaka y cols., 2002).
Ademas, el efecto positivo de una mayor CC o PV en la duracién de la estacion
reproductiva, podria por tanto estar mediado por una sefial de leptina. Asi, Archer y

cols. (2002) observaron mayores concentraciones de leptina en plasma en moruecos
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castrados tratados con estradiol con una mayor CC. Asimismo, las ovejas que tenian
una mayor CC, tenian mayores concentraciones de FSH y menores concentraciones de
estradiol (Vifoles y cols., 2005). La reducida produccién de estradiol en estos animales
probablemente se asocie con mayores concentraciones de leptina en ovejas con un
mayor porcentaje de grasa. Menores concentraciones de estradiol podrian reducir el
feedback negativo a nivel del eje hipotdlamo-hipofisario, y con ello, incrementar las
concentraciones de LH y FSH e inducir un periodo reproductivo mas largo.

Algunas de las hembras del presente estudio manifestaron ovulaciones durante
el periodo de anestro estacional. En la misma latitud en la que el presente
experimento se llevd a cabo pero trabajando con cabras de raza Payoya (Zarazaga y
cols., 2005) no se observaron celos ni ovulaciones durante el anestro estacional.
Tampoco fueron registradas ovulaciones durante el anestro estacional por Gémez-
Brunet y cols. (2003) trabajando con cabras Malaguefias en una latitud similar a la del
presente estudio. De Santiago-Miramontes y cols. (2009) tampoco observé ninguna
ovulacién ni actividad estral durante el anestro estacional en cabras Criollas en
latitudes subtropicales. La razén para esta diferencia entre las cabras Blanca Andaluza
y otras razas podria estar ligada a la sensibilidad al efecto del feedback negativo del
estradiol durante el anestro estacional. Pero también, la nutricién puede modular la
actividad reproductiva (Zarazaga y cols., 20114, b, c), lo que podria explicar también
porque las hembras con ovulaciones continuas en el presente estudio, fueron de los
grupos con una CC>2,75, independientemente de su PV. Esto podria indicar que la
reduccion de la sensibilidad del eje hipotdlamo-pituitaria al efecto de feedback
negativo del estradiol por el nivel de condicidon corporal podria ser suficiente para
estimular la actividad reproductiva.

Se observd un gran numero de ovulaciones silentes, especialmente durante el
anestro estacional (entre el 4,5% y 38% de los ciclos durante mayo y junio). Idénticos
resultados han sido publicados en ciertas razas ovinas con reducida estacionalidad
(Thimonier y Mauleon, 1969; Wheeler y Land, 1977; Avdi y cols., 1988; Forcada y cols.,
1992; Arroyo y cols., 2007), pero no en cabras situadas en latitudes similares o incluso
menores (Rivera y cols., 2003; Zarazaga y cols., 2005; De Santiago-Miramontes y cols.,
2009; Chentouf y cols., 2011). No obstante, resultados similares fueron publicados por

Chemineau y cols. (2004) para cabras Criollas bajo condiciones simuladas de
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fotoperiodo tropical. Estas ovulaciones no asociadas a comportamiento de celo,
podrian estar relacionadas con variaciones estacionales a la sensibilidad del estradiol
(Karsch y cols., 1978; Webster y Haresign, 1983).

En el presente experimento, ni la tasa de ovulacion del primer ni del dltimo celo
de la estacidn reproductiva fue modificada por la CC, aunque si fue modificada por el
PV. Este resultado es similar al descrito por Zarazaga y cols. (2005) en cabras de raza
Payoya. Podria ser que los animales con un PV>40 kg, independientemente de la CC,
tuvieron un mayor indice de masa corporal, y como consecuencia un mayor desarrollo
fisico, una mayor capacidad de mantener la gestacion, y quizas un mayor desarrollo del
eje hipotalamo-pituitaria. De hecho, los resultados presentes indican que una CC<2,50
es suficiente para una buena capacidad reproductiva si el PV es el adecuado (alrededor
de 45 kg, es decir, la media del grupo con CC<2,50).

Para finalizar, una vez estudiadas las hembras, se llevaron a cabo dos
experimentos en machos. En el primero, se estudié la estacionalidad reproductiva asi
como las variaciones del semen fresco y su congelabilidad. Los resultados de este
experimento muestran que cuando los machos de raza Blanca Andaluza son
mantenidos bajo fotoperiodo natural, se observa una marcada variacién estacional en
su actividad reproductiva tal y como se registra en las concentraciones de testosterona
plasmdtica, la calidad del semen fresco y su congelabilidad. Cuando las
concentraciones de testosterona plasmatica eran altas, los machos presentaban el
peso vivo mas bajo y viceversa. En general, los valores mas bajos en las variables del
semen fresco se observaron en invierno. Sin embargo, el semen recogido en esta
estacion presentd mejores resultados tras la congelacién-descongelacion que en el
semen recogido en verano.

Las concentraciones de testosterona plasmatica registradas estaban claramente
asociadas al fotoperiodo natural. Durante el verano y otofio (dias decrecientes) estas
concentraciones fueron altas mientras que en invierno y primavera (dias crecientes)
fueron bajas. Estos resultados revelan la existencia de una estacién reproductiva bien
definida caracterizada por una alta produccién de testosterona en estos animales, lo
gue confirma que el fotoperiodo es el principal factor medioambiental que controla su
actividad reproductiva. Los cambios estacionales observados en la secrecién de

testosterona fueron similares a los publicados para machos de raza Payoya en la
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misma latitud (Zarazaga y cols., 2009b), para machos Criollos en Mexico (Delgadillo y
cols., 1999; 2004a), en machos Blanca Andaluza con fotoperiodo artificial (Gallego-
Calvo y cols., 2015) y machos de otras razas Mediterraneas (Todini y cols., 2007). Sin
embargo, en machos de raza Alpina situados en una latitud de 46° N, los aumentos en
la testosterona plasmatica se retrasaron hasta finales de agosto-septiembre (Delgadillo
y Chemineau, 1992). Esto probablemente estd asociado a un mayor retraso entre la
percepcion de la seiial fotoperiddica y la expresién de las respuestas fisioldgicas en
estos animales (Delgadillo y cols., 2004a).

Los cambios observados en la testosterona plasmatica estuvieron asociados de
manera inversa a los cambios en el peso vivo. Estos cambios del peso vivo fueron
previamente registrados en ambos sexos de estas especies (Walkden-Brown vy cols.,
1994b; Delgadillo y cols., 1991, 1999, 2004a; Zarazaga y cols., 2009b); Y se ha sugerido
que diferencias en la ingesta podrian explicar estos hechos (Walkden-Brown y cols.,
1994a; Argo y cols., 1999). Esto podria deberse a que los machos, al presentar una
mayor actividad reproductiva asociada a sus altas concentraciones de testosterona
(incluso comportamientos homosexuales), también ven reducido su tiempo de ingesta
de alimento.

Durante el invierno, momento en el que las concentraciones de testosterona
eran bajas, también se observaron menores concentraciones espermaticas, menor
nimero de espermatozoides por eyaculado y una menor motilidad masal. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Karagiannidis y cols. (2000), trabajando
con cabras Alpinas, Saanen y Damasco, y los publicados por Pérez y Mateos (1996),
Roca y cols. (1992), Zarazaga y cols. (2009b) y Dorado y cols. (2010) para otras razas
espafiolas. Sin embargo, los cambios estacionales en la testosterona plasmatica no se
asociaron con ninguna variacion en el tamafo testicular, el porcentaje de machos que
eyaculaban o machos activos, el tiempo de eyaculacién o el volumen de eyaculado.
Estos resultados son contradictorios con los obtenidos por nuestro grupo en los
machos de raza Payoya (Zarazaga y cols., 2009b) y sugieren que los machos de raza
Blanca Andaluza son menos estacionales que otras razas espanolas, al menos en las
variables mencionadas anteriormente. Recientemente, Gallego-Calvo y cols. (2014),

trabajando con hembras de esta raza, publicaron que alrededor de un 10% de hembras
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mostraron actividad ovarica a lo largo del afo; esto no ha sido descrito para otras razas
espafiolas.

En el semen fresco, los valores para las variables de motilidad, y los porcentajes
de espermatozoides moviles, los espermatozoides rapidos y progresivos fueron
menores durante el invierno en comparacién con el verano, sin observarse diferencias
con otras estaciones. Esto, junto con una menor concentracion espermatica, sugiere
que el invierno es el peor periodo para la recogida de semen en la Blanca Andaluza.
Esto coincide con los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo en machos
Payoyos (Zarazaga y cols., 2009b). En este experimento anterior, los valores para la VCL
(velocidad curvilinea), VSL (velocidad rectilinea) y VAP (velocidad media) tuvieron sus
valores mas bajos en diciembre. Lo que fue inesperado, por tanto, es que el semen
recogido en invierno presentase una mejor calidad tras la descongelacion que el
semen recogido en verano. Esto podria deberse a que el mayor nimero en
espermatozoides en los eyaculados de verano impiden la retirada del plasma seminal
por la solucion de lavado (se usé el mismo volumen en ambas estaciones) conllevando
a una peor crioconservacion. Esto se deberia a que, algunas enzimas producidas en las
glandulas bulbouretrales son las responsables de la degradacion de los productos de
yema de huevo y leche desnatada, dando lugar a componentes tdxicos para el
esperma (Roy; 1957; Iritani y Nishikawa, 1961).

Los valores para las variables de motilidad y el porcentaje de espermatozoides
moviles disminuyen progresivamente conforme el semen fue manipulado desde el
semen fresco, al refrigerado y congelado. Esto podria ser lo esperado ya que este tipo
de proceso puede ser perjudicial para la ultraestructura, bioguimica y funcién del
esperma (Watson, 2000), resultando en una reduccidn en la motilidad, en la integridad
de la membrana y en la capacidad fecundante (Purdy, 2006).

El segundo experimento que se llevd a cabo en machos fue para valorar el
efecto del fotoperiodo y la melatonina en la calidad seminal y congelabilidad del
semen de esta raza. Este estudio ha demostrado que dos meses de tratamiento con
dias cortos (DC) o melatonina (MEL) proporciona resultados similares en la calidad del
semen fresco. Pero sin embargo, también revela que el tratamiento con melatonina no
protege a los espermatozoides del macho cabrio de los dafios causados durante la

crioconservacion.
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Los resultados de motilidad del semen fresco estan en linea con los del
comportamiento sexual y sin observarse diferencias entre los tratamientos con
melatonina y con dias cortos. Sin embargo, la VSL (velocidad rectilinea), LIN (indice de
linealidad) y STR (porcentaje de rectitud), y quizds de forma mas importante el

porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva, se incrementaron durante el

tratamiento con melatonina en comparacién con el tratamiento de dias largos. Estos
resultados contrastan con los de Casao y cols. (2010c) aunque en moruecos. Estos
ultimos autores observaron un incremento en la motilidad progresiva y VCL (velocidad
curvilinea), pero sélo en los espermatozoides rapidos de semen obtenido durante el
anestro estacional en animales tratados con melatonina (comparado con los
controles). Sin embargo, no observaron otro efecto del tratamiento con melatonina en
ninguna otra variable de motilidad. En el presente experimento, todas las variables de
motilidad excepto el WOB (indice de oscilacion) en espermatozoides rapidos, y todas
las variables de motilidad excepto VCL y VAP (velocidad media) en los espermatozoides
de velocidad media, fueron mas altas en el periodo de tratamiento con melatonina. La
explicacion para este hecho podria venir de las especies utilizadas o el disefio
experimental; Casao y cols. (2010c) usaron machos distintos para cada grupo, pero en
el presente estudio los mismos machos se usaron para ambos tratamientos. Tuli y
Holtz (1995) también observaron un mayor porcentaje de espermatozoides mdviles
progresivos en machos de raza Boer durante la estacién reproductiva que en el anestro
estacional. Abdelwahab y cols. (2006), publicaron diferencias en la VAP y LIN asociadas
a la estacion, sus valores fueron mas altos en primavera (parcialmente similar al
tratamiento con dias largos del presente estudio) que en otofio (parcialmente similar
al tratamiento con melatonina o dias cortos del actual trabajo). Sin embargo, en el
trabajo actual, no se vieron diferencias en la VAP, y el efecto sobre la LIN fue opuesto
al descrito por Abdelwahab y cols. (2006); lo que podria ser explicado porque ellos
usaron un menor numero de animales y registraron un numero mas bajo de
eyaculados en cada estacién. El aumento en la motilidad progresiva y en la mayoria de
los otros valores de motilidad inducido por la melatonina o los dias cortos quizas
explique (al menos en parte) la mejora en las variables reproductivas publicadas por

nuestro grupo en estudios anteriores con caprinos (Zarazaga y cols., 2012a, 2012b,
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2013) (en estos estudios las hembras se cubrieron alrededor de 45 dias tras la
colocacién de implantes de melatonina en los machos).

A pesar de los resultados mostrados, ni el tratamiento con melatonina (MEL) ni
con dias cortos (DC) mejoréd la calidad del semen refrigerado o congelado-
descongelado respecto a los valores registrados durante el tratamiento con dias largos.
Este resultado difiere de lo publicado en la literatura en moruecos (Succu y cols.,
2011). Existen otras publicaciones que exponen un efecto beneficioso de la melatonina
en términos de proteccion del espermatozoide de los diferentes tipos de danos por
manipulaciéon en ovino (Casao y cols., 2010b). Las razones para estos controvertidos
resultados podrian ser varias y no mutuamente excluyentes. Por un lado, en el plasma
seminal del carnero, se ha descrito la presencia de melatonina que podria mejorar la
calidad espermatica (Casao y cols., 2010a) y quizas también lo podria hacer en los
machos cabrios si no fuera por el hecho de que el esperma caprino necesita ser lavado,
lo cual podria eliminar la mayor parte de la melatonina presente al eliminarse el
plasma seminal. Ademas, Succu y cols. (2011) usaron sélo los eyaculados de 3 machos,
y es bien conocido que la congelabilidad del semen tiene una alta variabilidad
individual.

No se observaron diferencias entre los tratamientos con melatonina y los dias
cortos respecto al comportamiento sexual o la calidad seminal, quedando indicado
claramente que ambos tratamientos estimulan la actividad reproductiva en estos
machos. Por lo tanto, la sucesién de dias largos y dias cortos se podria considerar como
una via efectiva para estimular la actividad reproductora de machos en explotaciones
de tipo ecoldgico, donde no se permiten los tratamientos hormonales. No obstante,
los valores de concentracion espermatica y de nimero total de espermatozoides por
eyaculado fueron superiores durante el tratamiento con dias largos (DL). Las
variaciones anuales de estas variables han sido descritas en la literatura para
diferentes razas caprinas (Karagiannidis y cols., 2000; Pérez y Mateos, 1996; Roca y
cols., 1992; Zarazaga y cols., 2009b), con unas mayores concentraciones espermaticas
durante la primavera-verano (equivalente a los dias largos del presente experimento).
Sin embargo, los ultimos autores observaron un menor volumen de eyaculado y una
mayor concentracién, durante la estacion no reproductiva que durante la estacidn

reproductiva. En el experimento actual, se observé un mayor volumen de eyaculado
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durante el tratamiento con DL en comparacion con el tratamiento con MEL,
probablemente debido al protocolo experimental utilizado, en el que los animales eran
sometidos a cambios fotoperiddicos rapidos, que indujeron a que el efecto negativo
provocado por los DL no fuera suficiente para reducir el volumen y el numero total de
espermatozoides por eyaculado.

La concentracién de testosterona plasmatica estuvo claramente asociada con el
tratamiento al que los machos fueron sometidos. Se registraron altas concentraciones
de testosterona durante los tratamientos con MEL y DC y bajas concentraciones en el
tratamiento con DL. Esto ayuda a confirmar que el fotoperiodo es el principal factor
medioambiental que controla la actividad reproductiva en los machos de raza Blanca
Andaluza. Sin embargo, sélo se registraron pequeias variaciones del tamafio testicular
(TT) en los cambios de DL al tratamiento con DC/MEL. Este resultado es similar al
descrito por Delgadillo y cols. (1991), sometiendo a los machos a dos meses de DC
seguidos de dos meses de DL. Tal y como propuso Pelletier y cols. (1985) en moruecos,
los tratamientos fotoperiddicos usados en el presente estudio causaron
probablemente la estimulacion (DC/MEL) e inhibicién (DL) del eje hipotalamo-hipéfisis.
Sin embargo, el efecto inhibidor de los DL pudo no haber tenido el tiempo suficiente
para mostrarse con el programa de cambios de fotoperiodo usado. En consecuencia,
se mantuvo un mayor TT durante el fotoperiodo no estimulador de lo que podria ser
visto con los cambios de fotoperiodo natural. La ausencia de variacién en el TT indica
una alta actividad espermatogénica en todos los tratamientos.

Finalmente, el porcentaje de machos que eyacularon fue muy alto incluso
durante el tratamiento con DL; en efecto, no se observaron diferencias entre los
tratamientos. Esto sugiere que el programa de cambios rapidos de fotoperiodo quizas
haya enmascarado el efecto negativo esperado de los DL, tal y como se ha indicado
previamente. Este resultado indica que los machos fueron sensibles al fotoperiodo de
DL, tal y como muestran sus concentraciones de testosterona, pero la reduccién en su
libido fue muy baja ya que mds del 80% de los machos eyacularon y fueron
sexualmente activos durante el tratamiento con DL. Los valores obtenidos para estas
variables son similares a los publicados por nuestro grupo en machos de raza Payoya

en la misma latitud (Zarazaga y cols., 2009b). En este ultimo experimento, las
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diferencias entre la estacién reproductiva y el anestro estacional del segundo afo de

estudio fueron también escasas.
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En las condiciones en las que se han llevado a cabo los experimentos
presentados en esta memoria utilizando caprinos de raza Blanca Andaluza, se puede

concluir lo siguiente:

1. La pubertad fue alcanzada en su primer periodo de actividad reproductiva

natural tras su nacimiento.

2. La condicién corporal fue un factor determinante en el inicio de la pubertad de
chivas de raza Blanca Andaluza, de tal forma que se inicid mds tempranamente
(56,5 * 5,3 dias antes) en los animales que tenian una mayor condicién corporal

(22,75), independientemente de su peso vivo.

3. En hembras caprinas de raza Blanca Andaluza, el momento del ano (época de
actividad reproductiva o época de anestro estacionario) en la que se lleve a
cabo la sincronizacion con esponjas vaginales, pero no la condicidn corporal,
modificé el momento de salida en celo, el momento del pico preovulatorio de
LH y el momento de ovulacion tras la retirada de la esponja, siendo éstos

menores en hembras sincronizadas durante el anestro estacional.

4. Las cabras de raza Blanca Andaluza muestran un periodo de actividad
reproductiva desde agosto hasta febrero-marzo dependiendo de la condicién
corporal y de su peso vivo, siendo la influencia de ambos sobre la

estacionalidad reproductiva, completamente independientes.

5. Las hembras de raza Blanca Andaluza que tuvieron una condicién corporal de al
menos 2,75 puntos o un peso vivo superior a 40 kg mostraron un periodo de

anestro estacional mas corto.

6. El 11,7% de las cabras de raza Blanca Andaluza con una condicion corporal

22,75 presentaron actividad ovulatoria regular durante el anestro estacional.

7. La tasa de ovulacion del primer y ultimo celo de las cabras de raza Blanca
Andaluza, detectados durante el periodo de actividad reproductiva, fue

superior en las hembras que tenian un peso vivo superior a 40 kg.
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8.

10.

11.

12.

13.

Los machos de la raza caprina Blanca Andaluza presentan concentraciones de
testosterona estacionales, siendo mayores sus concentraciones en verano vy

otofio (dias decrecientes).
El comportamiento sexual no ha sido influenciado por el fotoperiodo natural.

En los machos de raza caprina Blanca Andaluza, la actividad reproductiva
(medida a través de las concentraciones de testosterona) estuvo asociada al
tratamiento al que fueron sometidos los animales, mostrando altas
concentraciones durante el periodo de dias cortos o tratamiento con

melatonina exdgena y bajas concentraciones durante el periodo de dias largos.

El semen fresco de peor calidad se obtuvo en invierno, coincidiendo con las
concentraciones de testosterona mas bajas. Sin embargo, la calidad del semen

congelado-descongelado fue mejor durante dicha estacion.

La calidad del semen fresco de los machos de raza caprina Blanca Andaluza fue
mejor cuando fueron tratados con melatonina exdgena en comparacion con el

tratamiento con dias cortos o con dias largos.

La calidad del semen refrigerado o congelado-descongelado de los machos de
raza caprina Blanca Andaluza no se vio modificada cuando fueron tratados con
melatonina exdgena o con dias cortos en comparacién con el tratamiento de

dias largos.
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CONCLUSIONS

In the conditions in which the experiments presented have been implemented

using Blanca Andaluza goats, it can be conclude that:

10.

Puberty was reached in their first natural breeding period after their birth.

The body condition score was a critical factor in the onset of puberty of Blanca
Andaluza female kids, so that it was earlier (56.5 + 5.3 days) in animals with

higher body condition score (>2.75), independently of their body weight.

In Blanca Andaluza female goats, the season in which synchronisation is
performed by intravaginal sponges (breeeding season or anoestrus period), but
not body condition score, modified the time of oestrus, the moments of
preovulatory LH surge and ovulation after sponge removal, presenting lower

values in does synchronised during seasonal anoestrous.

Blanca Andaluza does show a period of reproductive activity from August to
February-March depending on their BCS and BW, being the influence of both

factors entirely independent.

The Blanca Andaluza female goats with a body condition score of at least 2.75

points or a live weight higher than 40 kg showed a shorter seasonal anoestrus.

The 11.7% of Blanca Andaluza does with a body condition >2.75 had regularly

ovulatory activity during seasonal anoestrus.

The ovulation rate of the first and last oestrus detected during breeding season
of Blanca Andaluza female goats, was higher in females who had a body weight

up to 40 kg.

The Blanca Andaluza male goats showed a clear variation of testosterone
concentrations, with higher values in summer and autumn (decreasing days)

than spring and winter (increasing days).
Sexual behaviour has not been influenced by the natural photoperiod.

In Blanca Andaluza bucks, reproductive activity (measured by testosterone

concentrations) was associated with the treatment to which the animals were
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subjected showing high testosterone concentrations during the melatonin and

short days treatments and low concentrations during the long days treatment.

11.The fresh semen of poorer quality was obtained in winter, coinciding with
lower testosterone concentrations. However, the quality of frozen-thawed

sperm was better during this season.

12. The fresh semen quality of Blanca Andaluza males was better when bucks were
treated with exogenous melatonin compared to short days or long days

treatments.

13. The quality of chilled or frozen-thawed semen of Blanca Andaluza male goats
was not modified when they were treated with exogenous melatonin or short

days compared to long days treatment.
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La comunicacion a congreso que forma parte de este apartado ha sido retirada de la
tesis debido a restricciones relativas a los derechos de autor. Dicha ponencia ha sido
sustituida por su referencia bibliografica, enlace al pdf y resumen.

GallegoCalvo,M.L., Guzman Guerrero, J.L., Zarazaga Garcés, L.A.: “El nivel de reservas
corporales es un factor determinante para el inicio de la pubertad en chivas de raza
Blanca Andaluza nacidas en noviembre. En: Actas del XXXVIII Congreso Nacional y XIV
Internacional de la Sociedad Espafiola de Ovinotecnia y Caprinotecnia, pags.: 704-710.

Enlace al texto completo:
http://www.seoc.eu/docs/jornadas/38 jornadas seoc.pdf

RESUMEN:

El objetivo de este estudio fue determinar si hay estacionalidad reproductiva en la raza
caprina Blanca Andaluza y si ésta podria estar modulada por el nivel de reservas
corporales. Para ello, se usaron 43 hembras adultas y vacias. Se distribuyeron en dos
lotes homogéneos segln el nivel de reservas corporales: Lote Alto (N=23) con
condicién corporal 22,75 y Lote Bajo (N=20) con condicién corporal <2,50. Se les
suministré un nivel de alimentacién que cubria las necesidades de mantenimiento para
sus pesos respectivos (38,1+1,2 kg vs 31,4+1,1 kg para el Lote Alto y Bajo,
respectivamente) y que permitia mantener dichas diferencias durante el experimento
(mayo de 2012 a marzo de 2013). Diariamente, se realizaba deteccién de celos
mediante machos vasectomizados con arneses marcadores; las hembras marcadas se

sometian a ecografia transrectal a los 7 dias para determinar la tasa de ovulacion.
Semanalmente, se determinaba el peso vivo y condicidén corporal. En el inicio de la
actividad reproductiva no se observo efecto de la condicidn corporal. La fecha media
de inicio de la actividad reproductiva fue el 7 de julio 6,1 dias. Sin embargo, en el caso
del final de la actividad reproductiva, si se observé una influencia del nivel de reservas
corporales, mostrandose una finalizacién de la estacion reproductiva posterior en los
animales pertenecientes al lote Alto (31 Enero * 5,1dias) respecto al lote Bajo (14
Diciembre + 10,8 dias), (P<0,001). Como consecuencia, la duraciéon de la estacién
reproductiva fue superior en el lote Alto frente al lote Bajo (216,8+12,0 dias vs 148,8

+13,5 dias para el lote Ay B, respectivamente (P<0,01). Estos resultados demuestran la

estacionalidad de la raza Blanca Andaluza y que el nivel de reservas corporales puede
modular la estacidn reproductiva, principalmente alargando la fecha final de la misma.
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Comunicacion 1. Se corresponde con el objetivo 1:

Tipo: Oral

El nivel de reservas corporales es un factor determinante para el inicio de la

pubertad en chivas de raza Blanca Andaluza nacidas en noviembre.
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EL NIVEL DE RESERVAS CORPORALES ES UN
FACTOR DETERMINANTE PARA EL INICIO DE LA
PUBERTAD EN CHIVAS DE RAZA BLANCA
ANDALUZA NACIDAS EN NOVIEMBRE

Gallego-Calvo, L.; Guzman, J.L. y Zarazaga, L.A.
Universidad de Huelva, Campus de Excelencia Internacional
Agroalimentario, ceiA3, Carretera Huelva-Palos de la Frontera s/n,
21819 Palos de la Frontera, Huelva, Espafia

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar el efecto del nivel
de reservas corporales sobre el comienzo de la pubertad en chivas de la
raza Blanca Andaluza. Para ello se utilizaron 42 chivas de la raza Blanca
Andaluza nacidas en noviembre. Fueron distribuidas en dos lotes
experimentales que se diferenciaban en funcién de su peso vivo y
condicion corporal. La media del peso y de la condicion corporal fue para
el lote Alto (N=21) 26,8 kg y 2,65 y para ¢l lote Bajo (N=21) fue de 21,6
kg v 2,42, respectivamente (P<0,05, para las dos variables). El nivel de
alimentacion se ajustd semanalmente, en funcidn de su peso vivo, para
mantener las diferencias en peso vivo y condicion corporal hasta el final
del experimento. Diariamente, se realiz6é deteccion de celos con machos
vasectomizados, portadores de arneses marcadores. La tasa de ovulacién
se determind mediante ccografia transrrectal a los 8 dias de la deteccion
del celo. Semanalmente, se realizaba una extraccion de sangre para
determinar los niveles plasmaticos de progesterona y asi conocer la
actividad ovarica. Igualmente, cada semana se determinaba ¢l peso vivo
y la condicién corporal. Los lotes experimentales, ejercieron un claro
efecto (P<0,05) sobre el inicio de la pubertad. La primera actividad
ovarica se observd el 30 de agosto £ 2.2 vs 2 de octubre £ 6,8 para el
grupo Alto y Bajo, respectivamente; y el primer celo se detectd el 27 de
agosto = 2,2 vs 7 de octubre = 7,1 para el grupo Alto y Bajo,
respectivamente. Estos resultados, demuestran que la edad a la pubertad
es muy dependiente del nivel de reservas corporales en chivas de la raza
Blanca Andaluza.
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EL NIVEL DE RESERVAS CORPORALES COMO
FACTOR MODULADOR DE LA ESTACIONALIDAD
REPRODUCTIVA DE LA RAZA CAPRINA BLANCA

ANDALUZA

Gallego-Calvo, L.; Guzman, J.L. y Zarazaga, 1. A.
Universidad de Huelva, Campus de Excelencia Internacional
Agroalimentario, ceiA3, Carretera Huelva-Palos de la Frontera s/n,
21819 Palos de la Frontera, Huelva, Espafia

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar si hay estacionalidad
reproductiva en la raza caprina Blanca Andaluza y si ésta podria estar
modulada por el nivel de reservas corporales. Para ello, se usaron 43
hembras adultas v vacias. Se distribuyeron en dos lotes homogéneos
segliin el nivel de reservas corporales: Lote Alto (N=23) con condicion
corporal 22,75 v Lote Bajo (N=20) con condicidn corporal <2.50. Se les
suministré un nivel de alimentacion que cubria las necesidades de
mantenimiento para sus pesos respectivos (38,1£1,2 kg vs 31,4+1,1 kg
para el Lote Alto v Bajo, respectivamente) y que permitia mantener
dichas diferencias durante el experimento (mayo de 2012 a marzo de
2013). Diariamente, se realizaba deteccion de celos mediante machos
vasectomizados con arneses marcadores; las hembras marcadas se
sometian a ecografia transrectal a los 7 dias para determinar la tasa de
ovulacién. Semanalmente, s¢ determinaba ¢l peso vive v condicién
corporal. En el inicio de 1a actividad reproductiva no se observo efecto de
la condicion corporal. La fecha media de inicio de la actividad
reproductiva fue el 7 de julio * 6,1 dias. Sin embargo, en el caso del final
de la actividad reproductiva, si se observd una influencia del nivel de
reservas corporales, mostrindose una finalizacion de la estacion
reproductiva posterior en los animales pertenecientes al lote Alto (31
Enero + 35,1dias) respecto al lote Bajo (14 Diciembre + 10,8 dias),
(P<0,001). Como consecuencia, la duracion de la estacion reproductiva
fue superior en el lote Alto frente al lote Bajo (216,8£12,0 dias vs
148,8+13.5 dias para el lote A y B, respectivamente (P<0,01). Estos
resultados demuestran la estacionalidad de la raza Blanca Andaluza v que
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el nivel de reservas corporales puede modular la estacion reproductiva,
principalmente alargando la fecha final de la misma.

Palabras clave: caprino, estacionalidad, condicion corporal, nutricion
INTRODUCCION

La estacionalidad reproductiva es una estrategia adaptativa cuya
finalidad es asegurar que el nacimiento de las crias tenga lugar en el
momento mas favorable del afio en cuanto a condiciones climatologicas y
de disponibilidad de alimentos, que habitualmente es la primavera
(Karsch et al, 1984). Estas variaciones de actividad reproductiva se
manifiestan en la hembra mediante un periodo de inactividad
reproductiva durante la primavera y el verano que puede limitar la
productividad de las especies de animales de produccion (Zarazaga et al.,
2005). Esta estacionalidad reproductiva esta principalmente regulada por
el fotoperiodo (Bissonnette, 1941; Chemineau ef al.,, 1988). Pero existen
otros estimulos medioambientales como la disponibilidad de alimentos-
nutricidon y su relacion con su efecto sobre el peso vivo y la condicion
corporal asi como las interacciones sociales (Restall, 1992; Walkden-
Brown et al, 1993), que no pueden ser descartados como posibles
moduladores de la misma.

La raza caprina Blanca Andaluza es una raza autdctona
catalogada en peligro de extincion, lo que hace que se disponga de pocos
datos de sus caracteristicas reproductivas. Se encuentra distribuida en
diferentes provincias andaluzas, eso si, siempre en areas de Serrania de
dificil orografia, suelo pobre y clima seco y calido.

El objetivo del presente trabajo consistid, en determinar si hay
estacionalidad reproductiva en cabras de raza Blanca Andaluza vy si esta
estacionalidad podria ser modulada por el nivel de reservas corporales.

MATERIAL Y METODOS
El experimento se realizd en las instalaciones de la planta
experimental de la Universidad de Huelva, latitud 37° 15 N. Se

utilizaron un total de 43 hembras de raza Blanca Andaluza, todas ellas
vacias y no habiendo parido previamente.
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Los animales fueron distribuidos en dos lotes homogéneos en
funcidn del nivel de reservas corporales como fuente de variacion: Lote
Bajo, que tenia una condicion corporal <2,50 y Lote Alto, que tenia una
condicion corporal >2,75 (ver tablal para el numero de cabras por lote).
Recibian una raciéon de mantenimiento en funcidon de su peso vivo
(31,4+1,1 kg vs 38,1+1.2 kg para el Lote Bajo v Alto, respectivamente) y
que permitia mantener dichos niveles de condicidn corporal a lo largo del
experimento, que comenzd el 4 de mayo de 2012 y finaliz6 el 18 de marzo
de 2013. Ademas los animales disponian de agua fresca en bebederos de
nivel constante y de bloques de minerales a su libre disposicion.

Diariamente, se realizaban detecciones de celos con machos
adultos y vasectomizados, provistos de arneses marcadores. Las hembras,
marcadas por los machos, se sometian a una ecografia transrectal 7 dias
después para observar los cuerpos liuteos presentes en los ovarios y asi
determinar la tasa de ovulacion.

Semanalmente, se determind el peso vivo (PV) y por palpacién de
la zona lumbar la condicion corporal (CC) de las hembras (Hervieu et al.,
1991).

Se considerd como inicio de la actividad reproductiva la primera
vez que las cabras fueron detectadas en celo y dicho celo fue
acompafiado de ovulacidon v como final de la estacion reproductiva la
ultima fecha de deteccion de celo acompaiiado de ovulacion.

Se calculd la media + s.e. de la fecha de aparicion del primer y
ultimo celo, tasa de ovulacion de ambos, PV y CC en cada uno de esos
momentos, siendo el lote establecido al comienzo del experimento la
fuente de wvariacion. Para los anadlisis se utilizd el paquete estadistico
SPSS (SPSS, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION
La tabla 1 muestra la media + s.e. de cada una de las variables
analizadas. Como era de esperar las diferencias en el PV y la CC se

mantuvieron diferentes entre ambos lotes experimentales durante todo el
experimento.
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Respecto al inicio de actividad reproductiva no se observd un
efecto del diferente nivel de CC sobre esta variable, mostrando que el
nivel de reservas corporales no permite modificar el comienzo de la
estacion reproductiva y que, por lo tanto, éste estaria regulado
fundamentalmente por el efecto del fotoperiodo. La fecha media de inicio
de la actividad reproductiva fue anterior al descrito por el mismo grupo
de investigacion trabajando con la raza Payoya (7 de juliot6,1 dias vs 9
de agostot5,5 dias, para la raza Blanca Andaluza y Payoya,
respectivamente) (Zarazaga ef al., 2005), indicando que este parametro
puede ser muy variable entre razas y tal vez dependiente de la
interpretacion o sensibilidad al fotoperiodo de cada raza.

En relacion a la fecha de fin de actividad reproductiva, se
demostro un claro efecto del nivel de CC sobre este parametro, con una
finalizacion de la estacidon reproductiva mas tardia en el caso de los
animales con CC alta. Este hecho indicaria que el final de anestro si seria
modificable por el nivel de reservas corporales de los animales. Esta
fecha de finalizacion de actividad reproductiva es similar a la descrita por
Zarazaga et al. (2005) en la raza Payoya (8 de enerot6.9 dias vs 17 de
enerot3,4 dias, para la raza Blanca Andaluza y Payoya ,
respectivamente) y por lo tanto podria ser un parametro que pudiera estar
mas controlado por el fotoperiodo que por otros factores desde un punto
de vista de diferencias raciales.

Este experimento demuestra que la raza Blanca Andaluza
presenta una clara estacionalidad reproductiva v que la duracion de la
estacion reproductiva fue superior para los animales con un mayor nivel
de reservas corporales (216,8+12,0 dias vs 148,8%13,5 dias para el lote
Alto v Bajo, respectivamente, P<<0,01). Por otro lado, en comparacion
con la raza Payoya (Zarazaga et al., 2005) la duracion de esta estacion
reproductiva fue superior en la raza Blanca Andaluza (184,5+10,4 dias vs
137,326,0 dias, para la raza Blanca Andaluza y Payoya,
respectivamente).

Respecto a la tasa de ovulacidon, no se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes lotes, al igual que lo obtenido por
Zarazaga et al. (2005) en la raza Payoya, lo que indicaria que es un
parametro reproductivo dificilmente modificable.
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Tabla 1: media + s.e. de fecha de inicio y fin de la actividad
reproductiva, tasa de ovulacion y peso vivo para las cabras de los
lotes Alto y Bajo en funcion de su condicion corporal (CC).

INICIO ACTIVIDAD
REPRODUCTIVA FIN ACTIVIDAD REPRODUCTIVA
LOTE A LOTEB LOTE LOTE
(CC=2,75) (CCE2,50) A(CC22,75) B(CC<2,50)
N 23 20 21 19
FECHA 29 Junio 2012 + 16 Julio 2012+ 31 Enero 2013 + 14 Diciembre 2012 +
8.8a 8,18a 5,1a 10,8b
TASA i
OVULACION 1,50+ 0,la 1,20+ 0,1a 1,48 +0,1a 1,17+0,la
(cuerpos
lateos/cabra)
IEIE(:Sg;) Vivo 40,07 +1,2a 32,55+ 1,5b 41,85+ 1,4a 31,55+ 1,6b
CONDICION
CORPORAL 3,08+0,07a 2,38 +0,03b 3,17+0,08a 2,32 £ 0,05b
(puntos)

Letras diferentes, dentro del mismo periodo de actividad reproductiva,
indican diferencias significativas de al menos P<0,001

CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran la estacionalidad reproductiva de la
raza Blanca Andaluza y, ademds, que un mayor nivel de reservas
corporales en las cabras puede ampliar la duracion de la estacion
reproductiva, al alargar la fecha final de este periodo, aunque sin
modificar la tasa de ovulacion.
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BODY CONDITION SCORE AS A MODULATING FACTOR ON
REPRODUCTIVE SEASONALITY OF BLANCA ANDALUZA
GOATS

SUMMARY

The aim of this study was to determine if there is reproductive
seasonality in the Blanca Andaluza goats and whether it could be
modulated by the body condition score. Forty-three non-pregnant goats
were allocated into two groups according to their body condition score:
group A (N=23) with a body condition score (BCS)>2.75 and group B
with BCS<2.50. The animals received a diet supporting their
maintenance requirements for their respective weight (38.1+1.2 kg vs
31.4£1.1 kg for group A and B respectively) and to keep differences
between both groups during the experiment (May 2012 to march 2013).
Every day, oestrus was tested by vasectomized males fitted with markers
harness; the females goats marked were subject to a transrectal
ultrasonography at 7 days to determine the ovulation rate. The liveweight
and body condition score were determined each week. No effect of the
BCS was observed at the onset of reproductive activity. The mean date of
the onset of reproductive activity was July 7tht6.1 days. However, the
end of the reproductive activity was clearly modified by the BCS,
showing an end of breading season later in group A (January 31st+5.1
days) than group B (December 14th £10.8 days), (P<0.001). As a result,
the duration of breading season was higher in group A compared to
group B (216.8+112.0 days vs 148.8%13.5 days for group A y B,
respectively, P<0.01). These results demonstrate the seasonality of
Blanca Andaluza goats and that body condition score can modulate the
breading season, particularly increasing the end of reproductive activity.
Keywords: goat, seasonality, body condition score, nutrition
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La pubertad podria ser definida como la edad a la que la hembra
presenta su primer celo y éste es seguido por actividad ovarica ciclica,
resultando en la capacidad para producir crias.

Diferentes factores pueden modificar este inicio de la actividad
reproductiva, entre los cuales se podrian destacar la nutricién y su
relacién sobre la condicién corporal, la raza, la época del afio, etc., asi
como la interaccion entre ellos.

La raza caprina Blanca Andaluza es una raza caprina autéctona que se
encuentra catalogada en peligro de extincion, lo que hace que se
disponga de pocos datos de las caracteristicas reproductivas y mas
concretamente del inicio de la pubertad de esta raza.

42 chivas nacidas en

XXXVl

Determinar el inicio de la actividad reproductiva, tanto
ovarica como estral, de chivas de la raza Blanca Andaluza
nacidas en periodo de actividad reproductiva
(noviembre) y estudiar la importancia del nivel de
reservas corporales sobre el inicio de la pubertad.

noviembre, se distribuyeron
en 2 lotes en funcién de su

Condicién Corporal (CC) y
Peso Vivo (PV)

Peso vivo (PV) Condicién Extraccion sanguinea
corporal (CC) (Progesterona)

-Deteccién diaria de celos i machos vasec
arneses marcadores.

-Ecografia transrectal a los 7 dias de haber sido detectado el celo para
determinar tasa de ovulacién.

AGOSTO
LUNES ~ MARTES MIERCOLES JUEVES  VIERNES SABADO DOMINGO
1 2 3 4 5
8 9 11 12
15

LUNES  MARTES MIERCOLES JUEVES  VIERNES
3 a 5

24

Se consideré como inicio de actividad
ovdrica la fecha de la primera muestra de
sangre con nivel de progesterona > 0,5 ng/ml
seguida del primer ciclo ovarico de duracion
normal y ciclicidad posterior.

Se consider6 inicio de pubertad (actividad
estral) cuando los machos detectaron el celo
de las chivas por primera vez, acompafiado
de ovulacién y con ciclicidad -

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que el nivel de reservas corporales es un factor determinante en el inicio de
la pubertad de chivas de raza Blanca Andaluza, nacidas en época de actividad reproductiva, de tal forma que chivas con un mejor nivel
de reservas corporales adelantaron claramente el inicio de su actividad ovarica y el primer celo, pero sin mejorar la tasa de ovulacién
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