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RESUMEN

La conducta sexual del carnero se ve afectado por diferentes motivaciones que afectan su comportamiento,
donde las hormonas estimulan el mismo, y afectan directamente el desempefo reproductivo de los animales.
En los programas de reproduccion es comun utilizar animales que fungen de maniqui, para la extraccion de
semen, sin embargo, al ser una conducta condicionada, se deja de considerar los efectos de estos estimulos
hormonales sobre la calidad seminal. Este estudio pretendido contrastar el efecto de las hembras
estrogenizadas, frente a las no estrogenizadas, evaluando la calidad espermatica, el comportamiento y los
niveles de testosterona de tres carneros, en 15 montas, en un periodo de dos meses, determinando que la
presencia de una hembra estrogenizada aumenta el volumen en 0.5ml, (p=0,037); asi como la viabilidad
evaluada con la prueba de Eosina/Nigrosina (p=0.010); también reduce el nimero de espermatozoides
inmoéviles (p=0,013) y mejora el indice STR (p=019), asi como el indice LIN (p=0,13) los cuales se
relacionan a la eficiencia de los movimientos del espermatozoide. El aumento de testosterona y cambios de
conductas observables, no llegaron a ser significativas, pero, la respuesta en la calidad espermatica justifica

la utilizacion de hembras de estrogenizadas para mejorar los parametros cualitativos del semen ovino.
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Effect of estrogenized females on the sexual behavior and semen quality of the
ram

ABSTRACT

The sexual behavior of the ram is influenced by various motivations that affect its conduct, with hormones
playing a crucial role in stimulating this behavior and directly impacting the animals' reproductive
performance. In reproductive programs, it is common to use animals as dummies for semen collection.
However, since this is a conditioned behavior, the effects of hormonal stimuli on semen quality are often
overlooked. This study aimed to compare the effect of estrogenized versus non-estrogenized females by
evaluating sperm quality, behavior, and testosterone levels in three rams over 15 matings within a two-
month period. The findings revealed that the presence of an estrogenized female increased semen volume
by 0.5 mL (p = 0.037), improved viability as assessed by the Eosin-Nigrosin test (p = 0.010), reduced the
number of immotile spermatozoa (p = 0.013), and enhanced the STR index (p = 0.019) as well as the LIN
index (p = 0.13), both of which are associated with sperm motility efficiency. Although the increase in
testosterone levels and observable behavioral changes was not statistically significant, the improvement in

sperm quality justifies the use of estrogenized females to enhance the qualitative parameters of ovine semen.
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INTRODUCCION

El comportamiento sexual incluye componentes motivacionales, conocidos cominmente como libido, y
componentes de ejecucion, que abarcan las actividades motoras desencadenadas por esa motivacion (Ojeda
et al., 2021). Comprender adecuadamente los factores que determinan o modulan la estimulacién permite
aumentar la eficacia al redirigirla hacia otros objetivos, como en la recoleccion de semen utilizando una
vagina artificial (Bahadi et al., 2023).

La seleccion del carnero de cria en relacion con su comportamiento sexual es clave en la mejora genética
de la poblacidn ovina, en virtud de su influencia por medio de su calidad seminal en la siguiente generacién
es significativamente mayor que la de las ovejas. Una buena reaccion frente a la hembra es fundamental
para el éxito reproductivo, ya que el carnero, considerado la mitad del rebafio, posee una mayor capacidad
para transmitir caracteristicas genéticas a la descendencia (Rather et al., 2021).

Cuando los carneros son introducidos a un grupo de hembras, comienzan a buscar cuales estan en celo. Uno
de los primeros comportamientos que exhiben es el reflejo de flehmen, que también se observa en toros,
chivos y caballos (Ojeda et al., 2021). El macho levanta el labio superior y huele el aire, exponiendo el
6rgano vémeronasal a un mayor contacto con el aire. Esto tiene dos efectos: aumenta su libido al ser
estimulado por las feromonas de las hembras en celo y le permite identificar cuales estan en celo y cuéles
no (Tirindelli, 2021).

El desempefio sexual de los carneros se analiza cuando empiezan a recorrer el rebafio, examinando a las
hembras individualmente. Primero, olfatean la vulva, lo que a menudo provoca que la oveja orine. El
carnero recoge la orina con la lengua y la lleva contra su paladar, poniéndola en contacto con la entrada del
conducto palatino, que conduce sustancias volatiles al 6rgano vomeronasal, permitiéndole determinar si la
hembra esta en celo (Garcia, 2021). Si la hembra no esta en celo, no intenta montarla y sigue revisando
otras ovejas. Si la hembra esta en celo o a punto de estarlo, el carnero despliega comportamientos de pre-
monta, que incluyen contacto de la nariz del macho con la region anogenital de la hembra, aproximaciones
por detrds y de lado en las que empuja el cuerpo de la hembra, movimientos de la lengua que pueden ser
parte del flehmen, vocalizaciones de baja intensidad, y movimientos de sus patas delanteras sobre el flanco

de la hembra. Solo cuando la hembra se queda quieta, el carnero intenta montarla (Soto et al., 2024).
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La monta es muy rapida, pudiendo ocurrir la ereccidn y protrusion del pene antes de la monta, seguida de
la intromisién en un solo movimiento pélvico. El proceso dura entre 2 y 3 segundos, finalizando con el
"golpe de rifion" indicativo de la eyaculacién, y luego el desmonte (Molina et al., 2021). Los movimientos
de la cola de la oveja facilitan la intromision y previenen penetraciones anales. A esto le sigue el periodo
refractario, durante el cual los carneros no retoman su actividad de cortejo de forma espontanea. Controlar
la duracion del periodo refractario es importante cuando se extrae semen para programas de inseminacion
artificial. La duracion del periodo refractario varia segun varios factores, como el tiempo transcurrido desde
la ultima actividad sexual, la edad del macho, lo novedosa y atractiva de la hembra, y la cantidad de
eyaculaciones previas. Es importante diferenciar el periodo poscopulatorio del agotamiento sexual, ya que
el periodo refractario es una parte normal del comportamiento mientras el animal aln no esta satisfecho.
Este periodo se reduce en los carneros cuando se les mueve, si olfatean semen de otro macho, o por el
"efecto Coolidge" (introducir una nueva hembra al corral). Sin embargo, cuando el animal esta sexualmente
saciado, la presencia de nuevos estimulos no provoca una respuesta inmediata (Garcia, 2021).

El analisis seminal es crucial para la inseminacion artificial por dos razones fundamentales: proporciona
informacidn sobre la calidad del esperma y la cantidad de espermatozoides presentes en la eyaculacion, lo
que permite evaluar su capacidad de fertilizacién mediante la observacién de su vitalidad, formay actividad
metabdlica. Este proceso se lleva a cabo mediante un examen microscopico detallada (Palacin Martinez,
2024).

Las caracteristicas fisicas del semen incluyen la evaluacion de su coloracion, un aspecto fundamental para
determinar su calidad. Los tonos méas comunes observados en el semen son amarillentos, crema, grisaceo y
blanco, los cuales pueden variar segun la especie y el estado fisioldgico del macho. Ademas, la presencia
de hematies en la muestra puede indicar alteraciones o patologias reproductivas (Hodge et al., 2022).

El semen normalmente es incoloro y carece de olor, lo que indica un estado saludable del sistema
reproductivo. Sin embargo, la presencia de algiin olor inusual puede ser un signo de infeccion en el tracto
urinario del ovino o de contaminacioén con orina, lo que podria afectar su calidad y fertilidad (Mauleon
Tolentin et al., 2023).

La motilidad espermatica es un parametro clave para evaluar la viabilidad del semen en carneros, ya que

esta directamente relacionada con la capacidad fecundante de los espermatozoides. La movilidad y vitalidad
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de los espermatozoides varia con la edad, siendo mayor en ovinos de 25 a 36 meses. Para su evaluacion, se
utiliza un microscopio con un aumento de 100x, permitiendo observar la potencia y actividad de los
espermatozoides, lo que proporciona un indicador crucial de la calidad seminal (Carrascal et al., 2022).
La vitalidad y mortalidad espermatica son parametros esenciales en el analisis del semen, dado que
determinan la proporcion de espermatozoides vivos y no viables en una muestra. A pesar de que la motilidad
es un marcador clave de vitalidad, no todos los espermatozoides inmoviles son necesariamente inviables
(Keyer et al., 2022). La medicion del indice de vitalidad se aplica unicamente cuando la proporcion de
espermatozoides inmoviles supera el 40%, puesto que aquellos con movilidad reducida o nula no consiguen
alcanzar el 6vulo ni completar la fecundacion. En consecuencia, la capacidad de movimiento es esencial
para evaluar la calidad seminal y su capacidad reproductiva. Un examen seminal faculta detectar
alteraciones en la actividad espermatica, asociando posibles problemas cuando se contempla una
disminucién en la cantidad de espermatozoides con movimiento progresivo o en el nimero total de moéviles
en la eyaculacion (Agarwal et al., 2022).

La morfologia es esencial para conocer la funcionalidad del espermatozoide, engloba las caracteristicas
fisicas como su tamafio, la forma de la cabeza, y las partes principal, intermedia y final, igualmente el
tamafio de partes suplementarias como axonemas, fibras densas externas, vaina mitocondrial y fibrosa
(Palacin Martinez, 2024). Es importante comprender que los factores que perjudican la motilidad del
espermatozoide estan rigurosamente asociados con cambios en su forma, dado que esto interviene en su
metabolismo y funcionamiento, afectando su movimiento flagelar y velocidad (Nowicka-Bauer & Nixon,
2020). Durante su recorrido en el sistema reproductor, los espermatozoides también pasan por procesos de
maduracion, como la capacitacion e hiperactivacion, que afectan significativamente su movilidad (Gu et al.,
2019).

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el efecto de hembras estrogenizadas frente al de hembras
no estrogenizadas sobre el comportamiento reproductivo, la libido y la calidad seminal de los carneros
donadores de la Unidad Académica de Ciencias agropecuarias. Se busco registrar y determinar cuales
fueron los cambios de comportamiento reproductivo, niveles de testosterona y variaciones en los

parametros de calidad seminal influenciados por la presencia de una hembra estrogenizada en el momento

de la colecta seminal.




METODOLOGIA

La presente investigacion experimental cuantitativa e investigativa fue de corte transversal y se desarrolld
en base a un Disefio de Bloques al Azar, en la Granja Gainanzol de la Universidad Catolica de Cuenca, y en
el laboratorio de reproduccion de la misma unidad, donde se valoro el efecto de las hembras estrogenizadas
sobre el comportamiento sexual y la calidad seminal de 3 carneros de diferentes razas (Katahdin, pelibuey
y Dorper), conjuntamente con una oveja de la raza pelibuey, la misma que fue sometida a un protocolo de
estrogenizacion a base de benzoato de estradiol durante dos meses que duro el estudio.

Esta investigacion constod de dos fases de forma general. En la fase de campo, durante la extraccion del
semen se utilizé una vagina artificial compuesta por una camara exterior de plastico y una camara interior
por latex, la misma que recubre las paredes en las cuales se agrego de 40-60ml de agua con una temperatura
de 40-45 °C y adicionalmente aire con la finalidad de estrechar la luz vaginal a 1cm de diametro. Durante
el recorrido del laboratorio a campo se sugiere mantener una temperatura de entre 36-38°C. Minutos antes
de la colecta se procedio a colocar un tubo Falcon, estéril de 15ml en el cuello de la vagina artificial.

Para la estimulacion sexual se utilizo la oveja previamente estrogenizada, provocando un contacto visual
con el carnero, se procedid a liberar al macho el cual mostro su reaccion de olfato en la misma que se
evidencio el reflejo de Flehmen; ya una vez el macho estimulado realizo la monta finalizando con el
caracteristico golpe de riidn, indicando una inminente eyaculacion.

Una vez obtenida la muestra se sell6 el tubo falcon y se cubrié con la mano, con el objetivo de proteger de
la fotosensibilidad y mantener una temperatura corporal evitando una futura necrospermia o contaminacion
con el medio ambiente. Con la muestra ya en el laboratorio, se la conservo en el bafio maria a 37 °C, con
las finalidades ya antes mencionadas.

Durante todo este proceso se evalud la conducta reproductiva del carnero utilizando una tabla valorativa,
en la que se clasificd el comportamiento en cinco categorias: 1 (Sobresaliente), en la ocasion en que el
carnero montaba rapidamente y mostraba una conducta sexual fuerte; 2 (Excelente), si no montaba rapido
pero presentaba una conducta sexual fuerte; 3 (Bueno), en el momento en que no montaba rapido ni
mostraba una conducta sexual fuerte; 4 (Regular), cuando intentaba montar después de un tiempo

prolongado y no presentaba una conducta sexual evidente; y 5 (Malo), en el tiempo en que no montaba ni

mostraba ninguna conducta sexual.




Durante la segunda fase se desarroll6 la metodologia de laboratorio, en la cual se ejecutd la prueba de
concentracion espermatica utilizando un fotometro SMD de alta especificacion. Para ello, se colocaron
uniformemente 30 pul de semen puro dentro de una microcubeta, que posteriormente se introdujo en el
fotometro. Luego, se cerro la camara del dispositivo y se esperd la lectura digital del valor de concentracion
espermatica.

Para la prueba de motilidad masal, se procedi6 agitar uniformemente el eyaculado, se ocupo6 5 pLL de semen
tomados con una micropipeta y se colocd en un portaobjetos previamente atemperado a 37 °C para su
observacion microscopica a 100 aumentos, en el que se atribuy6 un puntaje segun la siguiente valoracion:
0 (Muertos — 0%), sin motilidad en masa vigorosa; 1 (Muy pobre — 20%); 2 (Pobre — 40%); 3 (Regular —
60%); 4 (Bueno — 80%); y 5 (Muy bueno — 100%), con motilidad en masa vigorosa.

La prueba de motilidad individual se evalu6 utilizando 5 pL. de semen mezclado con el diluyente Ovixcell
en una relacion 2:1, posteriormente se distribuyd en un portaobjetos previamente precalentado en una
platina para evitar la muerte instantanea de los espermatozoides por variaciones de temperatura. Con la
muestra en el microscopio, se valoro la motilidad de un espermatozoide asignandole un valor segun la
siguiente regla: 0 (Muertos — 0%), sin motilidad; 1 (Muy pobre — 20%); 2 (Pobre — 40%); 3 (Regular —
60%); 4 (Bueno — 80%); y 5 (Muy bueno — 100%), con motilidad individual progresiva.

Se aplico la prueba de eosina-nigrosina para evaluar la viabilidad espermatica. Su principio se basa en que
los espermatozoides vivos no absorben el colorante, mientras que los espermatozoides muertos, cuya
membrana esta dafiada, permiten la entrada del colorante y se tifien de color rosa, lo que facilita su
identificacion y cuantificacion.

Se empleo la prueba de yoduro de propidio para evaluar la integridad funcional de la membrana y la
viabilidad celular. Los espermatozoides con la membrana intacta no permiten la entrada del yoduro,
mientras que aquellos con membranas dafiadas si lo permiten, generando una tincion de color rojo o naranja
brillante debido a la interaccion con los componentes intracelulares. Esta reaccion fue observada mediante
un microscopio de fluorescencia.

Se utiliz6 la prueba de HOST, caracteristico por ser un test hipoosmético utilizado para evaluar la integridad

funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Para ello, la muestra de semen se incub6 con

la solucion HOST y posteriormente se observo en el microscopio con el lente de 40x. Los espermatozoides




con la membrana intacta permiten el paso de agua, lo que provoca una hinchazon en la cola y una curvatura
caracteristica, mientras que aquellos con la membrana dafiada no muestran cambios, ya que no permiten la
entrada de agua.

Se implemento el sistema CASA para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico, asi como la
concentracion, motilidad, morfologia, viabilidad y la velocidad dinamica del movimiento espermatico. Los
datos obtenidos fueron altamente confiables, ya que el sistema combina tecnologia y precision,
garantizando un examen de alta calidad y fiabilidad en el analisis seminal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 1. Correlacion entre variables
TESTOSTERO VOLUME CONCENTRACI PROGRESI

NA N ON VO
R de
VOLUMEN Pearso -0.367
n
valorp 0.178
CONCENTRACI R de
Pearso 0.242* 0.182
ON
n
valorp 0.385 0.517
R de
PROGRESIVO Pearso -0.152 0.165 -0.289*
n
valorp 0.589 0.557 0.296
R de
EOSINA Pearso 0.110 0.166 0.406* 0.157
n
valorp 0.697 0.554 0.133 0.575

El cuadro 1 resume las correlaciones existentes entre testosterona con volumen, concentracion,
progresividad y eosina, sin que exista una correlacion significativa para ninglin caso. Unicamente existen

correlaciones leves entre testosterona y concentracion con P 0.242, concentracion y progresividad con P —

0.289 y entre concentracion y eosina con P 0.406.




Cuadro 2. Prueba de t de student entre tratamientos

ESTRO TESTIGO ESTROGENO P
VOLUMEN 0.967+/- 0.289 1.63+/- 0.674 0.037*
CONCENTRACION 4410+/- 182 4714+/- 207 0.137
TESTOSTERONA 748+/- 589 607+/- 421 0.636
EOSINA 66.8+/- 3.13 85.0+/- 10.2 0.010*
HOST 27.2+/- 17.9 23.4+/- 13.5 0.691
IODURO 66.5+/- 9.36 67.7+/- 4.80 0.755
PROGRESIVO 15.6+/- 12.3 27.77+/- 11.5 0.129
NO PROGRESIVO 31.4+/- 294 56.4+/- 8.88 0.017
INMOVILES 49.7+/- 39.9 15.9+/- 10.3 0.013*
VCL 67.4+/- 42.2 107+/- 32.0 0.095
VAP 29.6+/- 24.9 55.9+/- 21.2 0.084
VSL 18.1+/- 20.4 39.2+/- 19.7 0.122
STR 33.7+/- 30.5 58.5+/- 8.71 0.019*
LIN 16.6+/- 15.7 32.6+/- 6.63 0.013*
ALH 1.79+/- 0.871 2.44+/- 0.390 0.062
BCF 6.27+/- 6.63 12.8+/- 4.78 0.069

El cuadro 2 manifiesta los valores de prueba de t student entre tratamientos P 0,05; siendo significativos los
valores agregados un asterisco. Tal es el caso de P 0.037 las animales estrogenizados presentan mayores
porcentajes de volumen, en P 0.010 las animales estrogenizados muestran una mejor morfologia (Eosina),
en P 0.013 las animales estrogenizados manifiestan una menor prevalencia de inmovilidad, en P 0.019 las
animales estrogenizados presentan un mayor indice de rectitud (STR) y en P 0,013 las animales
estrogenizados tienen una mayor tasa de linealidad (LIN).

Figura 1. Volumen vs concentracion.
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En la figura 1 se nota una correlacion entre el volumen y la concentracion del esperma, en la que a medida
que el animal tiene mas eyaculaciones por el efecto de los estrogenos, por esta razén el volumen como la
concentracion espermatica aumentan.

Figura 2. Vitalidad vs no progresividad
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En la figura 2 contrasta que la vitalidad, medida mediante la prueba de cosina, permanece constante,
mientras que la no progresividad disminuye conforme los animales se presentan a hembras estrogenizadas.
Aungque la vitalidad se mantiene constante, los espermatozoides no progresivos disminuyen a medida que
los animales estan expuestos a estrogenos. En cuanto a los valores de testosterona en el grupo control, estos
presentaron un promedio de 748 + 588 ng/dl, sin diferencias estadisticas significativas, y el comportamiento
se mantuvo constante, con un puntaje de 1 en todo momento.

En la presente investigacion del efecto de hembras estrogenizadas sobre el comportamiento sexual y la
calidad seminal del carnero se vio afectada la conducta sexual del macho. Se ha evidenciado que el estimulo
visual con una hembra en celo da como resultado la motivacion del macho, preparandolo para una futura
monta (Abecia et al., 2020), por consiguiente, el estimulo olfativo (feromonal) lograria estar relacionado
en la estimulacion sexual generada a través de las hembras en estro (Hindmarsh et al., 2021).

El procedimiento que los carneros desempefian para la identificacion del estado fisioldgico de olfatear los
organos genitales externos y la orina de la hembra, posteriormente se produce el reflejo de flehmen
indicando el acceso de la feromona al 6rgano vomeronasal que evidencia el estado estral de la receptora
(Ambrosi et al., 2018). El olfato fue uno de los sentidos mas importantes y patentes en nuestro proyecto

mediante la observacion del reflejo de flehmen, siendo el mismo mayormente marcado frente a la hembra

estrogenizada.




La interaccion del macho con hembras en estro impulsa los patrones reproductivos de los machos (Serna
etal., 2020), a su vez, la estimulacion sexual consigue intervenir en la liberacion de hormonas
neurohipofisarias, influenciando en la dosis seminal (Bhattacharya et al., 2022), por ende se asume que la
eyaculacion puede estar siendo controlada por vias neuronales que reaccionan a un estimulo (Woszczyto
et al., 2023). El volumen de semen obtenido durante esta investigacion con una hembra estrogenizada se
vio incrementado (p=0.037) en referencia al volumen colectado con una hembra sin estrogenizar,
coincidiendo con la investigacion de Fahey et al., (2012) sobre el efecto de exponer carneros a un estimulo
femenino antes de la recoleccion de semen sobre la libido de los carneros y la calidad del semen, se
consiguio que el tratamiento sobre el volumen de semen se acerque a la significancia (p=0,08) en los
tratamientos con novedad en comparacion a los tratamientos de control, y con referencia a la concentracion
no presento variacion alguna.

Seglin Petrean et al., (2023), el semen inmaduro en carneros puede estar influenciado por diversos factores,
como el método de recoleccion, la suplementacion dietética con acidos grasos poliinsaturados n-3 y la
frecuencia de colecta, lo que afecta caracteristicas como la concentracion espermatica, la motilidad y la
calidad general del semen. En nuestra investigacion, a través del analisis seminal, se observo inmadurez
espermatica, la cual se atribuy6 a la frecuencia de colectas realizadas durante el estudio.

La vitalidad espermatica puede verse afectada a diversos factores, entre ellos puede ser causa el estrés
térmico ambiental o la mala regulacion de la temperatura en los testiculos. Igualmente, una deficiencia
nutricional afecta la calidad espermatica (Jahanbin et al., 2021). Una de las variantes que se vio afectada en
nuestro estudio fue la viabilidad espermatica, coincidiendo asi con las causas que menciona Martinez et al.,
(2022) haciendo referencia que las colectas frecuentes son una razon clave de la mala vitalidad seminal por
el corto tiempo de regeneracion espermatica, de igual forma un mal manejo de la muestra seminal puede
ser un factor de alteracion, debido a que posiblemente es expuesto a cambios bruscos de temperatura o a
una contaminacion con crioprotectores.

CONCLUSIONES

Tras evaluar el comportamiento reproductivo, la libido y la calidad seminal de los carneros donadores de

la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias se concluyod que existié una mejor conducta reproductiva,

juntamente con unas mejoras en la calidad seminal, en los animales expuestos a hembras estrogenizadas.




observandose que estos presentan un mayor porcentaje de volumen seminal, una mejor morfologia

espermatica, una menor prevalencia de espermatozoides inmoviles, un mayor indice de rectitud (STR), y

una mayor tasa de linealidad (LIN). Con respecto a la libido medido en testosterona no se presentd

diferencias estadisticas frente al grupo de control resultando en un promedio general de 748 + 588 ug/dl.
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