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RESUMEN

Induccion de la respuesta reproductiva de hembras en anestro estacional a
través del "efecto macho" utilizando machos tratados con testosterona mas hembras
estrogenizadas. Se utilizaron 6 machos adultos, divididos en dos grupos, homogéneos
en cuanto a condicién corporal, peso corporal, circunferencia escrotal y peso
testicular, estos machos se mantuvieron estabulados durante el tratamiento. Un primer
grupo fue tratado con 1 ml de NaCl (3CONT), un segundo (4T4) y tercer grupo fueron
tratados con 50 mg de testosterona via intramuscular cada tercer dia por 21 dias.
Ademas, se utilizaron 60 hembras anovulatorias divididas en tres grupos (n=20). Del
30 de mayo al 03 de junio, un primer grupo de hembras fue puesto en contacto con
dos machos control (2+& CONT), un segundo grupo de hembras fue puesto en
contacto con dos machos tratados con testosterona (2+2T4), y un tercer grupo de
hembras fue puesto en contacto con machos tratados con testosterona mas el
estimulo de dos hembras estrogenizadas (?+JT4+QE2). Durante los 5 dias de
empadre se evalu6 el comportamiento sexual de cada grupo de machos durante 2 h,
donde se registr0 el numero de olfateos, aproximaciones, flehmen, intentos de
montas, montas completas, automarcajes y agresiones de cada macho. La actividad
estral se registré 2 veces al dia durante los 5 dias de empadre. EI comportamiento
sexual de los machos y el porcentaje de actividad estral se compararon por medio de
una chi-cuadrada. Todos los analisis estadisticos se efectuaron mediante el paquete
estadistico MYSTAT 12 (Evenston, ILL, USA, 2000). En las conductas sexuales
estadisticamente no hubo diferencia en los tres grupos. El porcentaje de estro para el
grupo @+J3CONT vs 2+J3T4 no fue diferente (60% vs; 70% respectivamente; P>0.05).
Mientras el grupo @+J3T4+QE2 obtuvo una mayor respuesta al inducir el 100% de la
respuesta reproductiva en hembras en anestro estacional. Estos resultados
demuestran que los machos cabrios tratados con testosterona mas hembras
estrogenizadas inducen la actividad estral de hembras en anestro estacional mejor
que los machos control o sélo tratados con testosterona.

Palabras clave: Inactividad sexual, Testosterona, Actividad estral, Comportamiento
sexual.



I. INTRODUCCION

Los eventos reproductivos en cabras y ovejas son controlados por varios
factores: internos (endocrinologia, genética, edad, experiencia, etc.,) y
medioambientales (fotoperiodo, temperatura, nutricion, interacciones socio-
sexuales, etc.). Entre estos factores, las interacciones sexuales entre parejas o
congéneres del mismo sexo parece ser importante en el control de la
reproduccion. La domesticacion de estas especies no fue capaz de modificar el
patrén estacional de reproduccién mostrado por estos animales en la vida
salvaje, cuyo objetivo era garantizar que los corderos y cabritos nacieran en el
momento 6ptimo del afio, por lo general en la primavera. Este patron de
reproduccion estacional resulta en un periodo claro de partos, si los animales
son ordefiados, un patrén estacional de la produccién de leche. Esta situacion
provoca un patron estacional de los precios de productos, siendo mas bajo
cuando el suministro de carne y leche es la mas alta (finales de primavera hasta
principios de otofio) y viceversa. La reproduccién de pequefios rumiantes puede
ser controlada por varios métodos desarrollados en las tltimas décadas. Algunas
de ellas implican la administracién de hormonas exégenas. Algunos otros no
incluyen hormonas, sino sélo "métodos naturales", tales como el control
fotoperiddico o exposicién a un macho “efecto macho” o a una hembra “efecto

hembra-hembra".



1.1. Objetivo General

Induccion de la respuesta reproductiva de hembras en anestro estacional a
través del "efecto macho" utilizando machos tratados con testosterona mas hembras

estrogenizadas.

1.2. Hipotesis

El "efecto macho" utilizando machos tratados con testosterona mas el
contacto de hembras estrogenizadas induce la respuesta reproductiva en cabras en

anestro estacional que con solo utilizar machos tratados con testosterona.



ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Estacionalidad reproductiva de las cabras

La estacionalidad de la reproduccion es parte del proceso de seleccion natural,
este mecanismo de adaptacion es desarrollado por algunos mamiferos silvestres
con el fin de minimizar el impacto negativo del ambiente (temperatura, humedad y
disponibilidad de alimento) en la supervivencia de manera que los partos ocurran
en la época més favorable del afio, es decir, con pastos abundantes y temperatura

confortable (Chemineau et al., 2010; Duarte et al., 2008; Karsch et al., 1984).

Las noches son mas largas en invierno que en verano y entre mas alejado se esté
del Ecuador (latitudes extremas) esta situacidon empeora, lo que cambia el
comportamiento de la N-acetil transferasa (NAT) que aumenta los niveles de
melatonina y esta a su vez los de GnRH. La liberacion pulsatil de LH de la hipofisis
produce espermatogénesis y secrecion de testosterona en el testiculo y el ciclo del

estrogeno, progesterona y ovulacion en el ovario (Genes y Wadith, 2009)

Las variaciones estacionales que muestran los pequefios rumiantes sobre su
frecuencia de ovulaciéon (presencia o ausencia de ovulacion), la actividad
espermatogénica (de moderada disminucién a ausencia completa de la produccién

de espermatozoides), la calidad del gameto (variaciones en el indice de fertilizacién

y supervivencia embrionaria) y también del comportamiento sexual. En efecto, los



mecanismos involucrados son una compleja combinacién de ritmos enddgenos
circanuales, conducidos y sincronizados por la luz y la melatonina. Los pequefios
rumiantes son animales poliéstricos estacionales, es decir que presentan varios
ciclos estrales Unicamente en una estacion variada del afio, con lo cual, la actividad
reproductiva se relaciona intimamente con el ritmo de produccion de la carne, leche

y sus derivados (Chemineau et al., 2008).

Los ovinos y caprinos enfrentan las condiciones del medio ambiente con una
estrategia reproductiva bien definida, ya que seleccionan la época del afio mas
favorable para sus partos, ocurriendo generalmente en la primavera, estacion del
afo en la que se encuentra el clima y la disponibilidad de alimento para el adecuado
desarrollo de sus crias (Duarte et al., 2008). La actividad reproductiva de los
animales puede ser influenciada por diversos factores como son: la raza, la

localizacion, el fotoperiodo, alimentacién, entre otros (Chemineau et al., 2008).
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Figura 1. Control fotoperiddico sobre la estacionalidad reproductiva en la hembra
(Tomado de Van Lier, 2008).

El fotoperiodo es el principal factor medioambiental que controla la
estacionalidad reproductiva de los pequefios rumiantes (Zarazaga et al., 2003). En
efecto, algunas razas caprinas originarias a latitudes subtropicales presentan
estacionalidad en su actividad reproductiva. En las cabras locales de las zonas
aridas de México (26°N), el anestro estacional se presenta de marzo a agosto,
mientras que en los machos de esta misma raza el periodo de reposo sexual se

extiende de enero a mayo (Catrrillo et al., 2010; Carrillo et al., 2007).



2.2. Factores que desencadenan la estacionalidad reproductiva en el macho y

hembra

2.2.1. Fotoperiodo

Hay una relacion entre el ambiente y las adaptaciones de la conducta
reproductiva, el fotoperiodo que provoca cambios fotoneuroendocrinos. Estos
cambios involucran fotoreceptores, un reloj biolégico y el aparato neuroendocrino.
Intervienen en esta regulacién las gonadotropinas, el desarrollo gonadal, la
retroalimentacion negativa de las gonadotropinas por los esteroides sexuales, la
intervencion de las fibras retino-hipotalamica y los nucleos supraquiasmaticos, asi
como la secrecion de melatonina (Bustos-Obregén y Torres-Diaz, 2012). En los
caprinos locales del norte de México, en particular los de la Comarca Lagunera
(26°N), existe una estacionalidad reproductiva. En efecto, los machos el periodo de
reposo sexual ocurre de enero a abril, mientras que en las hembras, el periodo de
anestro sucede de marzo a agosto. En ambos sexos, esta estacionalidad es
provocada por las variaciones de la duracion del dia, Los dias cortos estimulan la
actividad sexual y los dias largos la inhiben (Carrillo et al., 2010; Delgadillo et al.,

2003; Lincoln et al., 1990).



2.2.2. Nutricién

La influencia de la nutricibn en la reproduccion se ha investigado
extensamente, concluyéndose que la secrecion de la Hormona liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) se reduce en los animales desnutridos. Sin embargo, el
mecanismo a través del cual las sefiales metabdlicas generadas por una nutricion
deficiente son captadas a nivel central para regular la secrecion de GnRH es
complejo y no se ha establecido de manera precisa (Arroyo, 2011; Martin et al.,

1992).

Se han estudiado distintos indicadores metabdlicos que participan en este
proceso, como la glucosa, acidos grasos volatiles, algunos aminoacidos y acidos
grasos no esterificados. También se investigaron mediadores endocrinos entre el
estado nutricional y los procesos reproductivos; entre ellos, el factor de crecimiento
asociado a la insulina (IGF-I), la hormona del crecimiento, la colesistoquinina, el
neuropéptido Y (NPY), los péptidos opioides enddgenos y su relacion con la
insulina. La glucosa regula la liberaciéon de GnRH vy, al parecer, los péptidos
asociados a la insulina participan en el control del metabolismo de energia en el
cerebro. En ovejas con una condicion corporal baja, ovariectomizadas y tratadas
con implantes subcutaneos de estradiol, se reduce el IGF-I, lo cual inhibe el

incremento de secrecion de Hormona luteinizante (LH) asociado con el inicio de la



época reproductiva. Por lo tanto, una nutricion inadecuada puede prolongar el

anestro estacional (Arroyo, 2011).

En Meéxico subtropical (latitud 26°N), al igual que en otras latitudes
subtropicales, la mayor parte de las hembras por lo general pastan pastos no
mejorados naturalmente, comiendo la vegetacion que soOlo esta disponible por
alrededor de 8-9 horas al dia sin alimentacion suplementaria (Restall, 1992). Como
consecuencia, estos animales son sometidos a grandes cambios estacionales en la
disponibilidad de alimentos que esté relacionado con las variaciones dramaticas de
precipitaciones caracteristica de estas regiones (De Santiago-Miramontes et al.,
2009). La nutricion es un componente importante del complejo de sefales
ambientales, ya que regulan el calendario anual de la temporada de reproduccién
en si (Duarte et al.,, 2008). La funcion reproductiva se ve influenciada por la
condicion nutricional de los animales, en particular el de la energia, que incluye la
cantidad de energia que almacena el cuerpo y la energia obtenida a partir del
consumo de alimentos sobre una base diaria. Ambos componentes de la condiciéon
de la energia generan, respectivamente, las sefiales de largo y corto plazo. Sefiales,
gue a su vez, tienen influencia, ya sea de forma independiente o de forma
interactiva, la secrecion de GnRH y LH y la funcion de los ovarios, incluyendo el
desarrollo y ovulaciones foliculares. La restriccion de forraje puede provocar
periodos de anestro. La suplementacion nutricional es importante en la induccién
de la actividad sexual durante el periodo de reposo reproductivo (Maldonado et al.,

2011).



2.3. Control reproductivo del macho

2.3.1. Eje hipotalamo-hipdfisis-gbénada

Dos ejes esenciales controlan la actividad reproductiva: el sistema nervioso
central (SNC) y el sistema enddcrino. Existe una estrecha relacion entre los érganos
nerviosos superiores y las génadas lo que forma el eje hipotalamo - hipofisiario -
gonadal. El hipotalamo es una porcion nerviosa del encéfalo que se comunica en
forma amplia con el medio externo a través del sistema limbico formado por el

quiasma 6ptico, el bulbo olfatorio y otras estructuras nervios (Ruiz-Cervantes, 2004).

Desde el punto de vista reproductivo destaca la GnRH, la cual controla la
liberacion de la Hormona foliculo estimulante (FSH) y LH. El hipotalamo también
produce otra hormona importante en los eventos reproductivos; la oxitocina, la cual
es transportada por via nerviosa y se libera a nivel de la neurohipdfisis (Frandson,

1984; Hafez, 1989; Chemineau y Delgadillo, 1994).

La sintesis y liberacion de la FSH se encuentran controladas por la inhibina
relacionada con concentraciones altas de estradiol. En el caso de la LH no esta
influenciada por inhibina en machos, su secrecion es tonica. La FSH estimula la

produccion de ABP (proteina conjugada de androgenos) e inhibina por las células



de Sertoli. La ABP forma un complejo con andrégenos y es transportada junto con
los espermatozoides hacia el epididimo. Por otra parte la inhibina tiene un efecto de
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de FSH, pero no sobre la LH (Hafez,

1993; Ruiz-Cervantes, 2004).
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Figura.2 Interrelaciones
del control reproductivo en el macho (Tomado de Perez-Clariget et al., 2004)

Durante el reposo sexual la secrecion de LH, de testosterona, el peso
testicular y de produccion espermética cualitativa y cuantitativa se encuentran
reducidos (Delgadillo et al., 1999; Delgadillo et al., 2001), por lo tanto en dicho

periodo el comportamiento sexual de los machos se ve reducido, ya que el nUmero
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de montas reduce y las copulaciones pueden desaparecer totalmente (Carrillo et al.,

2010).

La actividad espermatogénica depende de la secrecion de las hormonas LH
y FSH, éstas inducen la diferenciacion y la multiplicacion de las células germinales,
asi como la sintesis secrecion y de testosterona por las células de Leyding del
testiculo. La testosterona estda presente en el mantenimiento de la
espermatogénesis, ya que induce el comportamiento sexual y ejerce una
retroalimentacion sobre la secrecion de las gonadotropinas (Delgadillo et al., 2004).
La maduracién de los espermatozoides en parte depende de los andrégenos
(testosterona) que actuan sobre las células de Sertoli en las cuales estan incluidos
los espermatozoides en desarrollo, la FSH actia sobre las células de Sertoli

(Walkden-Brown et al., 1994)

2.3.2. Espermatogénesis

La espermatogénesis en el macho adulto es un mecanismo altamente
complejo, ya que tiene dos objetivos principales: la continua multiplicacion de la
célula espermatogonia madre para la produccion de espermatozoos y una
renovacion permanente de estas espermatogonias que constituyen un almacén del
futuro esperma. Justo antes de la diferenciacién sexual, las células germinales

primordiales migran con el testiculo fetal, luego la diferenciacion es en el interior de
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los gonocitos que estan contenidos en los tubulos seminiferos, estos son
multiplicados antes del nacimiento, transformandose en espermatogonia que
permanecen inactivas hasta la pubertad, posteriormente ellos son transformados a
espermatozoides, la espermatogonia madre constituye en el testiculo del macho
adulto el almacén de renovacion de la cual la espermatogénesis tenga inicio en la
vida reproductiva futura del macho y al mismo tiempo, las células diferenciadas la

cual conduce al espermatocito primario (Franco, 1996)

La maduracion de las espermatides a espermatozoides depende de los
androgenos que actuan sobre las células de Sertoli en las cuales estan incluidos
los espermatozoides en desarrollo. La produccion de espermatozoides se realiza en
los tubulos seminiferos. La primera liberacion de espermatozoides méviles y fértiles
se presenta en la pubertad, aunque el proceso de espermatogénesis se inicia en la
vida fetal. Las células productoras de espermatozoides y las espermatogonias
troncales, surgen a partir de las células germinales, estableciéndose en las paredes

de los tubulos seminiferos (Franco, 1996; Ruiz-Cervantes, 2004)
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Figura 3. Interrelaciones del control endocrino de espermatogénesis en el macho

Una vez establecida la espermatogonia permanece inactiva hasta la
pubertad, momento en que empieza a dividirse para producir espermatozoides. La
poblacion de células troncales de espermatogonias es de varios millones y
permanece constante a lo largo de la vida (Ruiz-Cervantes, 2004). La duracion de
la espermatogénesis es aproximadamente 49 - 61 dias en rumiantes (Wrobel y

Dellman, 1994).

La funcion endocrina del testiculo consiste principalmente en la produccion
de testosterona (hormona sexual masculina) por las células de Leydig o células
intersticiales. Las hormonas como la testosterona tienen efectos masculinizantes y

se conocen genericamente como androgenos; el testiculo es el origen predominante
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de estos, pero también se producen en la corteza suprarrenal, la placenta y el ovario

(Ruiz-Cervantes, 2004)

La funcidn testicular normal es dependiente de hormonas que actian a través
de vias endocrinas y paracrinas tanto in vivo como in vitro. Células de Sertoli
proporcionan factores necesarios para la progresion exitosa de espermatogonias en
espermatozoides. Las ceélulas de Sertoli tienen receptores para la FSH y la
testosterona, que son los principales reguladores hormonales de Ila
espermatogénesis. Las hormonas como la testosterona, FSH y la LH son conocidos
por influir en el destino de las células germinales. Su eliminacién induce la apoptosis
de las células germinales. Las proteinas de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)
proporcionan una via de sefializacion que parece ser esencial para la homeostasis
de células germinales masculinos. Ademas de las sefiales paracrinas, las células
germinales también dependen de las sefiales derivadas de Sertoli por el contacto
directo de la membrana. La somatostatina es un péptido regulador de jugar un papel
en la regulacion de la proliferacion de los gametos masculinos. Activina A, folistatina
y la FSH juegan un papel en la maduracion de las células germinales durante el
periodo en gonocitos reanudar la mitosis para formar las células madre de
espermatogonias y diferenciar las poblaciones de células germinales. Los cultivos
in vitro sistemas han proporcionado pruebas de que las espermatogonias en estado
avanzado de diferenciacién tiene mecanismos reguladores especificos que

controlan su destino (Zamiri et al., 2010).
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Las células de Sertoli son las Unicas células somaticas en los tubulos
seminiferos. El papel esencial de las células de Sertoli en la funcion testicular se
destaca por el hecho de que nunca se han observado, células germinales solas en
los testiculos la gran mayoria de sistemas de cultivo in vitro para la diferenciacion
de las células germinales exitosa requiere la presencia de células de Sertoli y el
namero de células germinales sufridas por los testiculos esta directamente
relacionada con la poblacion de células de Sertoli. Las células de Sertoli limitan la
expansion de la poblaciébn de espermatogonias, con cada célula de Sertoli que
soporta un numero definido de células germinales. Las células de Sertoli forman
nichos para las células germinales; estos nichos permiten un cierto nimero de
células germinales a residir en o repoblar los tubulos seminiferos (Almeida et al.,

2007).

La duracion de la espermatogénesis es aproximadamente de 49-61 dias en
rumiantes. Los espermatozoides llegan a la luz de los tubulos seminiferos, desde
donde son empujados hacia el epididimo por los elementos contractiles, que se
encuentran en la pared de los tibulos. Aunque en un principio son poco moviles, los
espermatozoides alcanzan su potencial de movimiento en la cola del epididimo

(Aradnguiz, 2007).

La tasa de produccion de espermatozoides es directamente proporcional a la
masa testicular, y esto depende del momento del afio, teniendo los mayores efectos

el fotoperiodo y la nutricion. Existe una demora de 7 semanas entre el comienzo del
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estimulo (como la alimentacion adicional o suplementacion) y el resultado en mayor
produccion de semen, y esto tiene que ser considerado cuando se formulen planes

de manejo (Martin y Walkden-Brown, 1995).

Los caprinos son reproductores estacionales influenciados por el fotoperiodo,
que determina variaciones anuales de la libido, la calidad seminal y el tamafio
testicular. Este ultimo, relacionado con la produccion espermética, puede estimarse
mediante la circunferencia escrotal (CE). EI comportamiento reproductivo de los
caprinos es estacional de dias cortos debido a la influencia fotoperiédica (De la Vega

et al., 2006)

La CE presenta correlacion con el volumen eyaculado y el contenido total de
espermatozoides. En machos, se producen variaciones en libido, calidad seminal y
tamafio testicular. Sin embargo, los caprinos Criollos de regiones tropicales

manifiestan actividad sexual todo el afio (De la Vega et al., 2006)

Las variaciones estacionales en la calidad y cantidad del semen son debido
principalmente a los cambios en la duracion del dia en todo el afio. Esta variacion
en calidad y cantidad de esperma es entonces uno de los factores limitantes en la
reproduccion de la cabra (Al-Ghalban et al., 2004). La edad es también uno de los
principales factores que contribuyen a las diferencias en la circunferencia escrotal y
semen con el tamafio testicular que estad estrechamente relacionado con la

produccion total de espermatozoides (Al-Ghalban et al., 2004).
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El comportamiento sexual y la calidad del semen son los principales factores
que limitan la eficiencia reproductiva masculina durante el afio. Estos factores
pueden variar en funcion de la raza, ubicacion geografica , la estacién del afio

(Barkawi et al., 2006).

En el testiculo, las endocrinocitos intersticiales (de Leydig) (que secretan
testosterona y también estrégenos), establecen un asa de retroalimentacién con la
adenonhipofisis y el hipotdlamo en un circuito de asa larga, corta y ultracorta, donde
neuronas neuroendocrinas tienen un rol importante. Los sustentocitos (células de
Sertoli) (intratubulares) son importantes por su rol mecanico, trafico y metabdlico
respecto a las células germinales y la secrecidn de activina e inhibina, que provoca
o inhibe la secrecion de FSH respectivamente (Bustos-Obregon y Torres-Dias,

2012).

2.4. Control neuroendocrino en la hembra

De todos los factores ambientales, el fotoperiodo es el méas repetible y con
variabilidad nula entre afios, la duracién de las horas luz, sincroniza el ciclo
reproductivo. Los ovinos detectan las variaciones anuales en la duracién del
fotoperiodo utilizan una compleja red neural a nivel central y transforman la sefal
luminosa en una sefial hormonal a través de la sintesis y secrecion de melatonina.

En este mecanismo, la luz es captada en el ojo, a través de la retina, la sefal
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luminosa se transforma en una sefal eléctrica que es conducida de la retina al
hipotdlamo por medio del tracto retinohipotaldmico; en el hipotalamo, el nudcleo
supraquiasmatico; capta la sefial y posteriormente se transfiere al nucleo
paraventricular, finalmente al cerebro posterior, especificamente al ganglio cervical
superior. En este punto, la sefial eléctrica se transforma en una sefial quimica, el
ganglio cervical superior libera noradrenalina, la cual es captada por receptores alfa
y beta adrenérgicos en la membrana celular de los pinealocitos, se induce la sintesis
de la N-acetil-transferasa, enzima fundamental en la sintesis de la melatonina; de
esta manera, la hormona se sintetiza en los pinealocitos de la glandula pineal
durante las horas de oscuridad a partir del aminoacido triptéfano. La menor duracion
en la secrecibn de melatonina durante los dias largos, permite la sintesis de
dopamina e induce el anestro estacional. Durante los dias cortos, la mayor duracion
en la sintesis y secrecion de melatonina inhibe la produccion de dopamina, con el
subsecuente restablecimiento de la actividad estral y la ovulacion (Arroyo, 2011)
Se ha demostrado claramente que en los mamiferos se recibe la informacion
fotoperiddico en el nivel de la retina y se transmite a través de una via neural de
varios pasos a la glandula pineal donde el mensaje modula el ritmo de secrecion de
melatonina. La melatonina se libera tanto en la vena de Galeno y en el liquido
cefalorraquideo y las concentraciones en el LCR son 20 veces mayores que en la
vena yugular. La melatonina se libera sélo por la noche y, por lo tanto, la duracion
de la secrecion difiere entre dias largos y cortos. Esta duracion de la secrecion de
melatonina se procesa entonces neuralmente para regular la secrecion de LHRH

(Malpaux et al., 1997).
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Figura. 4. Interrelaciones en el control neuroendocrino en la hembra

2.5. Bioestimulacion sexual

La introduccion del macho y hembras a grupos de ovejas y cabras anéstricas,
provoca una respuesta ovulatoria sincronizada en los primeros tres a cinco dias
siguientes (efecto macho y hembra). La sefal del macho es principalmente

feromonal y desencadena un incremento en la frecuencia y amplitud de los pulsos
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de la LH. El porcentaje de hembras ovulando en respuesta al olor del macho es
menor que cuando existe contacto fisico total con el semental, esto Gltimo indica
que otros sentidos estan involucrados en la mediacion del fendmeno pero ninguno

es indispensable (Alvarez y Zarco, 2001)

2.5.1. Efecto macho-hembra

El efecto macho se refiere al estimulo que ejercen los machos sobre las
hembras en anestro poco profundo, o en aguellas préximas al inicio de la estacién
de apareamiento. El efecto provocado por la introduccién repentina de los machos
estimula un proceso que culmina con la ovulacion y la presentacion de estros. El
efecto estimulante del macho ha sido reconocido desde hace muchos afios como
una forma eficaz y barata para el control del empadre, sobre todo en los de
primavera. También se le ha usado como forma de inducir el inicio de la vida

reproductiva en hembras jovenes (Delgadillo et al., 2003).

2.5.2. Efecto hembra-hembra

La presencia continua de ovejas ciclicas o la introduccién repentina de ovejas
en celo (generalmente por induccién hormonal) a las ovejas en anestro estacional
es capaz de inducir y sincronizar la ovulacion en estas ovejas y asi avanzar en el
inicio de la temporada de cria. Este fendmeno se conoce como la facilitacion social

y porque la estimulacion es proporcionada por las sefiales sociales que emanan de
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las hembras que mas recientemente ha sido designado como el "efecto hembra-

hembra" (Rosa y Bryant, 2002).

En ausencia del fotoperiodo, las hembras pueden utilizar informacion social
para iniciar su actividad reproductiva en el momento apropiado del afio, ello sucede
aun en ausencia total del macho, lo que sugiere que la informacién proveniente de
las hembras puede ser usada por sus compafieras para inducir y sincronizar su
actividad sexual. Por lo tanto las hembras pueden utilizar sefales provenientes de
los machos; en ausencia de estos, recurren a la informacion de otras hembras para
ayudarse a coordinar sus eventos reproductivos con un ambiente fisico y social

apropiado (Alvarez y Zarco, 2001).

2.6. Tratamientos hormonales para estimular el comportamiento sexual de

los machos

2.6.1. Testosterona

La testosterona (T), es una prohormona que ejerce su accion fisiologica o
farmacoldgica la cual debe reducirse en posicion 5-_ a dihidrotestosterona, que es
la hormona activa. Los testiculos también producen estradiol que ejerce algunas

acciones metabodlicas y androgénicas. La androsterona, metabolito de la

21



dihidrotestosterona y la etiocolanolona, metabolito de la testosterona son los
principales productos de accion androgénica de excrecion urinaria, ambos
fisiolégicamente inactivos. Quimicamente la testosterona, un esteroide de 19
atomos de C es sintetizada a partir del colesterol en las células de Leydig de los
testiculos, la corteza suprarrenal y en las células tecales del ovario. Varios derivados
se originaron a partir de modificaciones de la estructura de la testosterona: el
agregado de grupos metilos en C1, C7 y C17 aumenta la actividad biologica. La 17-
a- metil-testosterona es un derivado especial porque conserva su accién

androgénica (Malgor y Valsecia, SN/F).

Las células intersticiales de Leydig del testiculo son el sitio de la sintesis
principal de testosterona, y la LH, es la reguladora especifica de la produccion de la
testosterona. La LH suele ser llamada también hormona estimulante de las células
intersticiales La accion de la LH y Hormona estimulante de las células intersticiales
(ICSH), esta mediada por la activacion de la adenilciclasa y proteinas especificas
reguladoras de nucledétidos de guanina (proteinas G), para la produccién intracelular
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Ademas la accion de la LH, puede también
involucrar activaciéon de fosfolipasa C e incremento de la produccién de los
segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) a partir de

fosfoinositoles de la membrana (Malgor y Valsecia SN/F).

La LH es hormona reguladora especifica de la produccion de T, se une a

receptores en la superficie de las células de Leyding en el testiculo y estimula la
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produccion de testosterona, que ocurre dentro del tGbulo seminifero. Esta actta
sobre las células de Sertoli, estimulando la diferenciacion de las células germinales
(Aranguiz, 2007). La T producida en las células de Leyding puede ejercer un
feedback negativo, tanto a nivel hipotaldmico como hipofisiario, disminuyendo la
secrecion pulsatil de GnRH en el hipotdlamo y de LH en la adenohipdfisis. Una
mayor concentracion sérica de esta hormona en conjunto con un tratamiento por
dos meses con fotoperiodo los conducen a un incremento del olor del macho asi
como del comportamiento sexual (Bedos et al., 2010), el cual resulta en
tratamientos muy costosos y en la mayoria de los casos no son aplicados a nivel
de campo. Existen, otros métodos de induccion de la actividad sexual del macho
durante la época de reposo sexual, la cual resulta mucho mas barato y consiste en
tratar T por 3 semanas y que al final de este periodo los machos tratados con T
tienen la habilidad de inducir hasta el 93% de actividad estral en hembras
anovulatorias, mientras que los machos no tratados no son capaces de inducir la

actividad sexual de las hembras (Luna-Orozco et al., 2012).

2.6.2. Hormona Liberadora de Gonatropinas (GnRH)

La GnRH se secreta en el hipotdlamo anterior, especificamente por las
neuronas hipotalamicas hacia la circulacion porta-hipofisiaria. En las membranas de
los gonadotropos se une a receptores especificos para GnRH, se libera en

pulsaciones y provoca la liberacién de dos hormonas de la adenohipdfisis: LH y
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FSH. Estas dos gonadotropinas participan en el control de la reproduccién en
mamiferos machos y hembras. Se utiliza la frecuencia de pulsos de LH como un

indice de secrecion de GnRH (Aranguiz, 2007).

2.6.3. Melatonina

La sintesis de la melatonina es realizada partir del triptfano suministrado por
la dieta, el cual llega a la glandula pineal por la corriente sanguinea, donde se
trasforma en 5- hidroxitriptamina (serotonina) la cual por la accién de la encima
especifica de la pineal hidroxindol se trasforma en melatonina (n- acetil-
metoxitriptamina). La serotonina se trasforma en n- acetilserotonina por accion de la
n- acetil.transferasa, encima que es el paso limitante en la sintesis de la melatonina.
La serotonina por accion de la n- acetiltransferasa (NAT) se trasforma en n-
acetilserotonina, por lo que el NAT es limitante para la sintesis de melatonina. La
NAT se activa en la oscuridad y es inhibida por la luz, ademéas esta enzima es
estimulada cuando se da la liberacién de noradrenalina en las células pineales
interaccionando con receptores a1 y B1 adrenérgicos dando como resultado un
aumento en el AMPc dentro del pinealocito el cual produce un aumento en la
produccion de melatonina mediante la induccién o activacion de la NAT. En cuanto
a la reproduccién, la melatonina, la luz y estacion cumplen un papel muy importante,
ya que es inevitable que durante los cambios anuales hayan dias mas largos que
otros lo cual tiene repercusién biolégica importante, ya que altera la produccién de

melatonina que en nuestro caso son animales que se reproducen en dias cortos
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(otofio), la melatonina es el mensajero hormonal de la glandula pineal, por lo tanto
la extirpacion de la glandula previene los efectos supresores de los dias cortos sobre
la fisiologia reproductiva. La melatonina pasa la informacion segun el fotoperiodo al
sistema neuroendocrino reproductor que se manifiesta con cambios tanto

anatomicos como hormonales en los érganos sexuales (Genes y Wadith, 2009)

Otro efecto de la melatonina es que actla sobre el pulso de la GnRH de esta
manera la melatonina puede controlar el estado funcional de las gbénadas y controla
asi la capacidad reproductiva de un animal segun la estacion del afio. La melatonina
es altamente lipofila y difunde rdpidamente desde el pinealocito a la corriente
sanguinea, alcanzando otros liquidos corporales, como la saliva, liquido cerebro

espinal, liqguido amniético, liquido seminal y liquido folicular ovérico.

La melatonina es un mediador esencial de la reproduccién estacional en las
especies fotoperiddicas, pero muy posiblemente no es solo un factor anti o pro
gonadotropico ya que muchos sistemas son alterados cuando existe una
periodicidad circanual, como por ejemplo el metabolismo lipidico, la actividad
tiroidea, regulacion de la temperatura, consumo de alimento; lo que sugiere la
utilizacién de melatonina y por tanto la relacién con la actividad de la glandula pineal
(Genes y Wadith, 2009).

La melatonina, secretada por la glandula pineal, es considerado uno de los
factores desencadenantes del cambio fisiolégico estacional en animales. La
melatonina se produce durante la oscuridad y alcanza niveles altos en la noche. Los
altos niveles de melatonina se mantienen mas tiempo bajo condiciones de dias

cortos.

25



Se ha demostrado que el uso de melatonina o una combinacion de dias
largos y melatonina induce la actividad reproductiva durante el anestro estacional
sin separacién de los machos. Sin embargo el uso de dias largos solo no induce el

estro en un porcentaje suficientemente alto de las hembras (Zarazaga et al., 2011).

2.6.4. Glutamato

El glutamato (Glu) pertenece a la familia de neurotransmisores conocida
como amino 4cidos excitadores (EAA), es el principal neurotransmisor excitador en
el SNC y ejerce esta funcion por medio de receptores especificos. Los EAA en
general, y el glutamato en particular ejercen un marcado efecto estimulante sobre
el eje reproductivo, particularmente en el momento de la pubertad. La administracién
de glutamato y sus agonistas promueven la liberacién pulsatil de LH en animales
previamente expuestos a esteroides. A la inversa, los antagonistas de los receptores
ionotropicos de glutamato inhiben la liberacién de LH, e inhabilitan la secrecion de
LH inducida por estradiol (E2) y la oleada preovulatoria de LH (Meza-Herrera et al.,

2009).

Existe evidencia que sugiere que los AAE pueden estar involucrados en el
control neural de circuitos asociados con la medida del tiempo, especialmente en
especies fotoperiddicas de reproduccion estacional. Esta evidencia sugiere que a

nivel del hipotalamo, la funcion excitadora del glutamato implica la participacion
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estimuladora o inhibitoria del pulso generador de GnRH, ademas de estimuladores
secundarios tales como: Neuropéptido-Y, Noradrenalina, GABA, Opioides,
Neurotensina y la especial participacion de la hormona Melatonina. Asimismo, los
AAE pueden estar involucrados en los eventos neuroquimicos que regulan la

reproduccion mediante el control pineal de la melatonina (Colwell et al., 1991).

El inicio de la pubertad requiere una comunicacion reciproca neurona-glia
que implica EAA, principalmente glutamato y aspartato, ademas de algunos factores
de crecimiento y la accion coordinada de un grupo de los neuromoduladores, todo
lo cual representa un mayor nivel de control que regula el proceso de la pubertad,

son también necesarias (Ottem et al., 2004).

2.6.5. Kisspeptinas (Kp)

Las Kisspeptinas (Kp) son una familia de neuropéptidos producidos
principalmente por dos poblaciones de células neuronales hipotalamicos. Han
surgido recientemente como un importante regulador del eje gonadotropina y su
accion se encuentra sobre la poblacion de células de la GnRH. Las kisspeptinas,
son producto del gen KiSS1, y su receptor GPR54 enlazado a proteinas G, han
emergido como reguladores esenciales de la reproduccion y como elementos clave
en la regulacion de la secrecion de GnRH, tanto en la ausencia como en el inicio de

la pubertad (Tena-Sempere, 2006; Roa et al., 2011).
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Estos péptidos participan en la maduracién y funcion del eje reproductivo. En
los mamiferos, la administracion exégena de Kp estimula potentemente la secrecién
de gonadotropinas. Esta accidén se ejerce principalmente, si no exclusivamente, a
través de la estimulacion de la liberacion de GnRH. La administracién intravenosa,
intraperitoneal, o subcutanea de Kp indujo un aumento rapido en plasma de
gonadotropinas hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante del foliculo (FSH).

Sin embargo, este efecto estimulante es de corta duracion (Caraty et al., 2012)

En el sistema periférico las kisspeptinas han sido identificadas en testiculos,
ovarios, gonadotropos de la pituitaria anterior, pancreas e intestino delgado
(Hameed et al., 2011). La administracion de kisspeptinas en animales inmaduros
refuerzan la idea de un papel relevante del sistema KiSS-1 en la activacion puberal

del eje reproductor (Tena-Semper, 2006, 2010).

La administracion de kisspeptinas en corderas prepuberales provoca la
liberacion del pulso de LH y estimula la funcién ovérica, llevando al aumento de la
estereidogénesis ovarica, la estimulaciéon de una oleada preovulatoria de LH y la
actividad de la ovulaciéon y la lutea (Redmond et al., 2011). Los mecanismos que
producen la activacion del sistema GnRH por las kisspeptinas durante la pubertad
son diversos, sofisticados y altamente regulados, reflejo de la importancia funcional
de los mismos. Se han identificado cuatro mecanismos de gran importancia hasta
la fecha: 1) aumento del tono enddgeno de kisspeptinas, reflejado por un incremento
de la expresion del gen KISS-1 en torno a la pubertad; 2) posible aumento de la

expresion del receptor GPR54, de menor magnitud que la del ligando; 3) incremento
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de la sensibilidad a las acciones estimuladoras de las kisspeptinas durante la
transicion puberal, que se asociaria a un aumento de la eficacia del acoplamiento
de GPR54 a sus rutas de sefializacion; 4) incremento de los contactos sinapticos
entre neuronas KiSS-1 y neuronas de GnRH a lo largo de la pubertad (Calderén,

2012)

En ovejas, las neuronas de kisspeptinas en el nlcleo preciso parecieran tener
un papel tanto en la retroalimentacion negativa como positiva de la liberacién de
GnRH, ejercida por los esteroides sexuales. Recientemente se descubrieron dos
péptidos RF-amida (péptidos con una terminal-C similar, arg-fen-NH2), la
kisspeptina (6 metastina) y la GnlH (6 RFRP). Las kisspeptinas participan de
manera determinante en la activacion del eje reproductivo y es fundamental para el
inicio de la pubertad. La kisspeptina estimula la secrecion de gonadotropinas en
roedores y ovejas, con un efecto directo en las neuronas GnRH, las cuales expresan
el receptor Kisslr. En la oveja, las neuronas kisspeptinas se localizan en el nicleo
arcuato (ARC; también conocido como nucleo A12) y en el area predptica y parece
ser determinante en la ocurrencia del pico preovulatorio de LH. Por otro lado, se
sugiere que la expresion hipotalamica del gen Kissl se regula de acuerdo con el
ciclo reproductivo anual en hamsters y ovejas (Greives et al., 2007; Smith et al.,

2007).
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Figura. 5. La Kisspeptina estimula la secrecion de GnRH por un efecto
directo sobre las neuronas de GnRH, la mayoria de los cuales expresan el receptor
kisspeptina, GPR54. Las neuronas que expresan KISS-1 mRNA residen en el
nucleo anteroventral periventricular (AVPV) y el nucleo arqueado (arqueado). En la
forma de arco, el estradiol (E) y la testosterona (T4) inhiben la expresion de KiSS-1
MRNA, mientras que, en el AVPV, estas mismas hormonas esteroides sexuales
inducen KiSS-1 mRNA expresion Tomado de (Gottsch et al., 2006)
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

El presente trabajo se realiz6 en la Comarca Lagunera en el ejido 6 de enero,
Lerdo, Durango. (Latitud norte 25° 46’ y Latitud Oeste 103° 31°); la cual presenta un
clima semidesértico con una precipitacion pluvial anual de 230 mm y una

temperatura maxima y minima de 37° C y 6° C respectivamente.

3.2. Animales y su manejo

3.2.1. Manejo de los machos

Se utilizaron 6 machos adultos divididos en dos grupos de mas de 2 afios de
edad, siendo estos homogéneos en relacién de condicion corporal, peso corporal,
circunferencia escrotal y peso testicular. Durante el empadre éstos animales se
mantuvieron estabulados con una alimentacion a base de heno de alfalfa, sales
minerales y agua a libre acceso, sin embargo al momento del empadre su
alimentacion se basO en rastrojos y flora natural de la region, ademas se
complementaron con algunos desechos de destileria, y block de sales minerales.

Estos animales se determinaron en reposo sexual por la época del afio.
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3.2.1. Tratamiento de los machos

Un primer grupo 3 CONT,; fue tratado con 1 ml de solucién salina fisiol6gica
cada 3 dias durante 21 dias. Un segundo grupo T4, recibieron 50 mg por animal

via intramuscular, cada tercer dia durante 21 dias.

3.2.2. Manejo de las hembras

Se utilizaron 60 hembras anovulatorias de genotipo indefinido divididas en
tres grupos (n=20). Las cuales fueron alimentadas con forrajes presentes en la
region, que son el zacate buffel (Cencrhusciliaris), bermuda o zacate chino
(Cynodondactylon) zacate navajita (Boutelouagracilis) Johnson
(Sorghumhalepense); arbustivas como el mezquite (Prosopis granulosa) y el
huizache (Acacia farnesiana) y herbaceas como Trompillo
(Solanumelaeagnifolium), Arrastradilla (Sida abutifolia) y Hierba del Negro

(Sphaeralcea angustifolia) (Carrillo et al., 2008)

3.2.3. Tratamiento de las hembras

Previo al empadre a todas las hembras se les aplicé 25 mg de progesterona

via intramuscular (IM) a las -24 h (Véliz et al., 2009). Ademas 2 hembras fueron
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estrogenizadas las cuales recibieron a las -48 h 2 mg de cipionato de estradiol via

IM (Carrillo et al., 2014).

2.3 Empadre

El periodo de empadre fue del 30 de mayo al 03 de junio de 2013. Un primer
grupo de hembras, fue puesto en contacto con dos machos control (2+2 CONT), el
segundo grupo se puso en contacto con dos machos tratados con testosterona
(2+3T4). Mientras que el tercer grupo fue puesto en contacto con dos machos

tratados con testosterona mas el estimulo de dos hembras estrogenizadas

(2+IT4+QE2).

Cuadro 1. Disefio experimental del empadre

Grupos  Hembras en contacto con:

Q d CONT
Q dT4
Q oT4 +QE2
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2.4. Variables evaluadas

2.4.1. Actividad sexual de los machos

Al final de los tratamientos los machos fueron puestos en contacto con los
grupos de hembras anovulatorias, para lo cual se midio a través de una prueba de
comportamiento sexual de estos machos durante 2 h diarias los primeros 5 dias del
empadre, 09:00 a 10:00 am y 17:00 a 18:00 pm, mediante la observacién directa
de las conducta sexuales de cada macho, la cual consistié en registrar el nUmero
de olfateos ano-genitales, aproximaciones, flehmen, intentos de montas, montas

completas, y automarcajes (Angel-Garcia et al., 2014).

2.4.2. Determinacioén de la actividad estral

La actividad estral se registré 2 veces al dia, a las (09:00 y 17:00 h), durante
5 dias. Se evalu¢ la actividad estral mediante la introduccién de un macho en cada
grupo, durante 15 minutos los primeros 5 dias del empadre 09:00 a 10:00 am y
17:00 a 18:00 pm. Las hembras que permanecieron inmdviles a la monta del macho

se consideraron en estro (Chemineau et al., 1992).
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2.5. Andlisis estadisticos

El comportamiento sexual de los machos y la respuesta de la actividad estral se
compararon por medio de una chi-cuadrada. Todos los andlisis estadisticos se
efectuaron mediante el paquete estadistico MYSTAT 12 (Evenston, ILL, USA,

2000).
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IV. RESULTADOS

4.1. Respuesta de los grupos experimentales

El comportamiento sexual de los grupos tratados se muestra en la Fig. 6. El
33% de las conductas sexuales fueron realizadas por el grupo SCONT seguido por
un 39% del 3T4 (P<0.05). Mientras que el grupo de machos del grupo 4T4 + QE2

fue 28% (P<0.05).
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Conductas sexuales

Figura 6. Componentes del comportamiento sexual de los machos multirraciales
(mezcla de diferentes razas lecheras) sexualmente inactivos tratados con diferentes
tratamientos.
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4.2. Respuesta a la actividad sexual de las hembras

Las hembras que manifestaron actividad sexual se observa en el Cuadro. 2.

Grupo % de Estro
Q + 3 CONT 60% (12/20) @
0+ JT4 70% (14/20) @b
Q+ T4 + QE2 100% (20/20) ©

*abcliterales con superindices diferentes indican (P<0.005)

Cuadro 2. Respuesta de hembras que manifestaron actividad sexual al ser puestas
en contacto a machos multirraciales con diferentes tratamientos (+ & CONT; @ +

T4y Q9+ 3T4 + QE2).
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En la Fig. 7. se muestra el porcentaje acumulado de hembras que manifestaron

celo durante el empadre.

100 ¢ T
O+ JCONT ~ ====0Q + T4 .

e — . =0+ JT4+0E2 |

8 .

c 75 F

()]

(7]

©

o]

£

(0]

< 5o

(]

©

o

©

3

>

E 25 |

(&}

©

X

0 T T 1

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Horas despues de la introduccién de los machos

Figura 7. Porcentaje acumulado de hembras que manifestaron actividad sexual al
ser expuestas a machos multirraciales con diferentes tratamientos.
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V. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo demuestran que los tratamientos con
testosterona exogena estimulan el comportamiento sexual en machos cabrios
durante época de reposo sexual (Luna-Orozco et al., 2011; Angel-Garcia et al.,
2014), En efecto, se conoce que el comportamiento sexual de los machos cabrios
esta dado por la testosterona la cual disminuye durante el periodo de reposo sexual
(Veliz et al., 2006), la secrecién de testosterona aumenta en respuesta a una alta
frecuencia de pulsos de LH, la cual estimula los centros del comportamiento a nivel
del cerebro y las glandulas sudoriparas de la piel, lugar donde se producen las
feromonas putativas que estimulan el sistema reproductivo de la oveja (Martin y
Banchero, 1999), y en la cabra (Alvarez y Zarco, 2001). Se ha realizado bastante
investigacioén en el "efecto macho" tanto para los caprinos como para los ovinos,
donde la introduccién del macho incrementa la frecuencia de pulsos de LH e induce
la ovulacion en hembras durante la estacion no reproductiva (Rivera et al., 2003).
Ademas, se conoce que el contacto de machos a través de hembras estrogenizadas
induce el comportamiento sexual de estos machos durante el periodo de reposo
sexual, encontrandose en estos machos un aumento en los niveles de testosterona
plasmatica (Carrillo et al., 2014).

Se sabe que el macho cabrio se vuelve mas efectivo induciendo la ovulacién cuando
esta en un buen estado nutritivo. La nutricion o los estimulos sociales que mejoran

el estado reproductivo del macho cabrio resultan en cambios de comportamiento y
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posiblemente en la secrecion de sefiales quimicas que adelantan y sincronizan el
inicio de la respuesta sexual de las hembras expuestas a ellos (Rivera et al., 2003).
En efecto la intensidad en el comportamiento sexual de los machos es un factor
determinante en la respuesta sexual de las hembras sometidas al efecto macho. Se
sabe que la mayor respuesta de la actividad sexual se ha registrado cuando se
realiza al final del anestro estacional a finales de mayo, cuando los machos ya han
iniciado probablemente su actividad sexual de manera natural (Carrillo, 2007).

El intervalo entre la introduccion de los machos a la presentacion del estro es mas
larga en las cabras con baja condicién corporal que en las hembras con buena
condicién corporal. Se ha reportado que las cabras con bajo peso corporal tienen
menor respuesta sexual al efecto macho con respecto a las hembras con alto peso
corporal al exponerlas a machos inducidos a una intensa actividad sexual durante
la mitad del anestro (Véliz et al., 2006; Rivas-Mufioz et al., 2010).

Aunque el comportamiento sexual de los machos de los tres grupos no hubo
diferencia, la respuesta sexual de las cabras expuestas a los machos tratados con
testosterona mas hembras estrogenizadas fue mayor, esto es probable que se debid
al doble estimulo que recibieron las hembras tanto de los machos como de las
hembras. En efecto, se ha reportado que con solo la presencia de hembras en estro
pueden estimular a las otras hembras anovulatorias (Alvarez y Zarco., 2001;
Walkden-Brown et al., 1993), es probablemente debido a las feromonas secretadas
por las hembras, en las secreciones vaginales, lo que es probable que sucedio en
el presente estudio.

Por otra parte la falta de diferencia registrada en el comportamiento de los machos

se debi6 a que los machos del grupo testigo estaban en actividad. Esto se
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comprueba en la respuesta sexual de las hembras sometidas a estos machos
(60%). En efecto, se menciona que en estas razas y en esta region los machos
sexualmente inactivos son incapaces de estimular mas del 20% de las hembras a
la actividad sexual (Veliz et al., 2002), por lo que es muy probable que los machos
del grupo control estuvieran entrando en el periodo de actividad sexual, con lo cual
muestran un mejor comportamiento sexual el cual es suficiente para estimular la

actividad sexual de las hembras (Catrrillo et al., 2007).

VI. CONCLUSION

La induccion de la actividad sexual de las cabras anovulatorias a través del
"efecto macho" es mejor al utilizar machos tratados con testosterona mas el
contacto de hembras estrogenizadas que con solo utilizar machos tratados con

testosterona.
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