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RESUMEN

En la actualidad las técnicas mas frecuentemente utilizadas en la colecta de
semen de ovinos para preservar el material genético ya sea con fines
reproductivos o de conservacion son: Vagina Artificial (VA) y Electroeyaculador
(EE). En lo que respecta al EE, existe preocupacion en la comunidad cientifica
por el estrés que puede generar el empleo de ésta técnica en los animales y
por lo tanto afectar a su bienestar. Existen trabajos previos en este tema,
algunos utilizaron tranquilizante y otros no. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la respuesta al estrés por el uso de electroeyaculador en carneros
tratados con y sin tranquilizante sobre la calidad y congelabilidad de semen vy
pardmetros hormonales. Se estudid el semen de cuatro carneros de la raza
Corriedale sexualmente maduros, entre 2-3afios de edad, con pesos
comprendidos entre 60-90kg. En uno de los tratamientos se administré xilacina
(2%)en dosis de 0,05mg/kg de peso del carnero y en el otro tratamiento no se
inyect6 tranquilizante. Se realiz6 ocho colectas por animal, cuatro con cada
tratamiento y se analizo las caracteristicas cuali-cuantitavas del semen fresco y
post-descongelado. Para determinar los parametros hormonales (cortisol y
testosterona) se tomd muestras de sangre en tres tiempos: 20minutos antes,
durante y 20minutos después de la aplicacion del EE, los niveles hormonales
se midieron por ELISA. Se encontro diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) en el volumen, concentracion, porcentaje de espermatozoides vivos y
en la motilidad post-descongelacién, siendo mayor en el tratamiento con
tranquilizante, por lo que concluimos que la administracién de xilacina previa a

la EE resulté ser eficaz en el analisis de esas variables.

PALABRAS CLAVES: CARNEROS, CORTISOL, ELECTROEYACULADOR,
SEMEN, TESTOSTERONA, XILACINA.
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ABSTRACT

Actually the techniques most frequently used in the collection of ram semen for
preserve the genetic material either for reproductive or conservation reasons
are: Artificial Vagina (AV) and Electroejaculator (EE). Regarding EE, there is
concern in the scientific community about the stress that can generate the use
of this technique in animals and therefore affect their well-being. There are
previous scientific researches on this subject, some used tranquilizer and others
did not. The aim of this investigation was asses the stress response by the use
of electroejaculator in rams treated with and without tranquilizer on the quality
and freezing of semen and hormonal parameters. We studied the semen of four
sexually mature Corriedale rams, between 2-3 years of age, with weights
ranging from 60-90kg. In a treatment, xylazine (2%) was administered at doses
of 0,0bmg/kg of ram weight and in the other treatment no tranquilizer was
injected. Eight collections per animal were performed, four with each treatment
and the qualitative-quantitative characteristics of fresh and post-thawed semen
were analyzed. To determine the hormonal parameters (cortisol and
testosterone) blood samples were taken at three times: 20 minutes before,
during and 20 minutes after EE application, hormone levels were measured by
ELISA. Statistically significant differences (P <0.05) were found in the volume,
concentration, percentage of live spermatozoa and in post-thaw motility, being
higher in the tranquilizer treatment, so we conclude that administration of

xylazine prior to EE proved to be effective in the analysis of these variables.

KEYWORDS: CORTISOL, ELECTROEJACULATOR, RAMS, SEMEN,
TESTOSTERONE, XYLAZINE.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

AAl: Anormales en fresco.

AA2: Anormales post descongelacion.

CA: Cortisol Antes.

CC: Condicion Corporal.

CDES: Cortisol Después.

CDU: Cortisol Durante.

DT: Diametro Testicular.

EE: Electroeyaculacion.

HOST: Hipoosmotic swelling test (Prueba hipo osmética de membrana).

IA: Inseminacion Artificial.

IM: Intramuscular.

IV: Intravenosa.

MIP: Motilidad Individual Progresiva.
MM: Motilidad Masal.

MOT 2: Motilidad Post descongelacion.
SC: Subcutanea.

SNC: Sistema Nervioso Central.

TA: Testosterona Antes.

TDES: Testosterona Después.
TDU: Testosterona Durante.

VA: Vagina Artificial.

VIVOS 1: Vivos en fresco.

VIVOS 2: Vivos post descongelacion

Luis Alejandro Ulloa Ramones 6



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CLAUSULA DE DERECHOS DEL AUTOR

Yo, Luis Alejandro Ulloa Ramones, autor vy titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulacion “Respuesta del estrés al uso de
Electroeyaculador en carneros con y sin tranquilizante: evaluaciéon de calidad
seminal, congelabilidad y parametros hormonales”, de conformidad con el Art.
114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS
CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION reconozco a favor de la
Universidad de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para

el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuenca para que realice la publicaciéon
de este trabajo de titulacion en el repositorio institucional, de conformidad a lo

dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgéanica de Educacion Superior.

Cuenca, 10 de julio del 2017.

-

‘,/': <
./" & 4-_,.{,-;‘_';’, A g’ £

X
’/
1 LLA1

/ f |/
e A e
= v IV

A 7

>
Luis Alejandro Ulloa Ramones

C.I: 1400675847

Luis Alejandro Ulloa Ramones 7



UNIVERSIDAD DE CUENCA HL

CLAUSULA DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Yo, Luis Alejandro Ulloa Ramones, autor del trabajo de titulacion
“‘Respuesta del estrés al uso de Electroeyaculador en carneros con y sin
tranquilizante: evaluacion de calidad seminal, congelabilidad y parametros
hormonales”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en

la presente investigacion son de exclusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 10 de julio del 2017.

Luis Alejandro Ulloa Ramones

C.I: 1400675847

Luis Alejandro Ulloa Ramones 8



UNIVERSIDAD DE CUENCA ﬁ‘

AGRADECIMIENTOS

Al Supremo Creador, mi Dios, omnipotente, por brindarme dia a dia el don de
la vida y las bendiciones para avanzar; a la Universidad de Cuenca, Facultad
de Ciencias Agropecuarias a mis maestros por entregarme sus conocimientos
para formarme como ser humano y profesional, a mis compafieros de estudios,

por compartir momentos de catedra y convivencia armonica.

A mis padres, hermanos y prolongacién de mi existencia, mi hijo Julian, por ser

mi fuerza y motivacion diaria, para el logro de esta meta.

Luis Alejandro Ulloa Ramones

Luis Alejandro Ulloa Ramones 9



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Luis Alejandro Ulloa Ramones

DEDICATORIA

Con mucho amor y carifio, dedico el presente
trabajo de investigacibn a mis padres: Luis
Alejandro y Ela Narciza, a la bendicion superior
gue el Supremo Creador me ha brindado mi hijo:
Julian Alejandro, a mis hermanos, fuente de
inspiracion: Gabriela y Diego, quienes a diario
me facilitaron sus palabras de aliento y sus
manos generosas, para que esta sana idea de
superacion no se trunque y llegue a feliz término,
cuando mis fuerzas desmayaban y sentia

desfallecer.

Luis Alejandro

10



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CAPITULO I: INTRODUCCION

Para la colecta de semen en carneros las técnicas comunmente empleadas
son: VA 'y EE. Sin embargo la EE suele producir estrés en los animales y por lo

tanto atenta contra su bienestar.

La EE es una técnica de coleccion de semen, utilizada en aquellos machos que
no han sido entrenados para trabajar con VA, con problemas en las patas,
columna o falta de libido. La EE no siempre termina en eyaculacién, depende
en gran medida del nivel de estimulacion que reciba el carnero, los eyaculados
obtenidos por éste método son de menor calidad que los de VA. Se ha
demostrado que durante la EE, la electricidad aplicada induce cambios
relevantes en la frecuencia cardiaca y niveles de cortisol en los carneros, por lo
gue se ha prohibido su uso en algunos paises. En el caso de ser indispensable
su aplicacion, es imprescindible asociarla con algun tratamiento anestésico

para reducir los efectos estresantes en el animal, segun Orihuela (2014).

La criopreservacion de semen es una biotecnologia reproductiva de gran
importancia, que busca promover la conservacion del germoplasma masculino
por tiempo indeterminado. Esta biotecnologia asociada a la 1A, representan un
mecanismo eficiente para la promocion y difusion de material genético de

excelente calidad, segun Ribeiro-Peres et al.,(2014).

Segun Palmer (2005) en Estados Unidos y otras latitudes tropicales, la EE
todavia se considera un procedimiento aceptable por la mayoria de los comités
de bienestar animal. Sin embargo, en ciertos paises europeos la EE sin

anestesia en toros se ha prohibido, segun Mosure et al.,(1998).
Objetivo general:

Evaluar la respuesta al estrés por el uso de electroeyaculador (EE) en carneros
con y sin tranquilizante, evaluando calidad seminal, congelabilidad vy

parametros hormonales.
Objetivos especificos:

e Evaluar las caracteristicas cuali-cuantitativas de semen fresco y
descongelado de carnero obtenido por electroeyaculacion con y sin

tranquilizante previo a su colecta.

Luis Alejandro Ulloa Ramones 11
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e Evaluar los niveles de cortisol y testosterona de los carneros durante el

proceso de colecta.
Hipotesis
¢El uso de tranquilizantes previo a la colecta de semen de carneros con EE

mejora las caracteristicas cuali-cuantitativas y congelabilidad de semen al

disminuir el estrés provocado por el uso de esta técnica?

Luis Alejandro Ulloa Ramones 12
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Coleccion de semen con electroeyaculador

La EE consiste en la aplicacion de estimulos eléctricos por medio de una sonda
rectal. Estos impulsos eléctricos provocan la contraccion de la musculatura de
los miembros pélvicos, asi como la ereccion del pene ( Fumagalli, 2012).
Cuando se produce la estimulacion adecuada, esta viaja via nervio pudendo
interno hacia los centros lumbosacros de la columna vertebral, desde alli parte
la respuesta via nervios simpaticos lumbares (nervio erigente del plexus
hipogastrico), lo cual estimula la contraccion de la musculatura lisa que recubre
la prostata, glandulas vesiculares y conductos deferentes, asegurando la
progresion de la masa espermatica hacia la uretra pélvica (emisién) (Morrillo et
al., 2012).

Por otro parte, la respuesta nerviosa viaja via nervios parasimpatico para
provocar la contraccion de la musculatura estriada del tracto uretral (musculo
isquiocavernoso, bulbo esponjoso y uretral), lo cual que resulta en la ereccién
del pene y la eyaculacion propiamente dicha. (Morrillo et al., 2012).

Las sondas miden aproximadamente 30 cm de largo y de 20 a 30 mm de
diametro, tienen electrodos longitudinales o transversales (Garcia-Macias et
al., 2006) El equipo produce descargas de 1 a 15 V ( Fumagalli, 2012).

2.1.1. Electroeyaculador

Una de las técnicas empleadas para la recoleccion de semen en animales
domeésticos, principalmente en rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos), es el uso
de la EE. Para esto se emplea un dispositivo electronico, que consiste en una
fuente generadora de energia que transmite impulsos eléctricos en una
determinada frecuencia, voltaje y corriente que son conducidos a través de un
transductor, que es un dispositivo de forma anular de proporciones requeridas
segun la especie y contiene electrodos que permiten el paso de energia
eléctrica, lo que provocara las descargas que permitan eyacular al animal
(Yamasaki et al., 2005).

Luis Alejandro Ulloa Ramones 13
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Figura 1 Electroeyaculador para carneros (Western, 2008)

El volumen de un eyaculado de carnero con vagina artificial, oscila entre 0,8 y
1,2 ml, con una concentracion espermatica aproximada de 1,5 x 10°
espermatozoides/ml. Sin embargo, existen carneros de gran calidad que
producen eyaculados de hasta 3,0 ml, concentraciones esperméaticas maximas
de hasta 7,0 x 10° espermatozoides/ml (Parraguez et al.,, 2000) con un
promedio de motilidad de 64.5% (Cérdova-lzquierdo et al., 2006).

Con el uso de electroeyaculador se han obtenido los siguientes resultados:

Volumen promedio: 1ml, con concentraciones de 5.2 x 10° y motilidad de
71.9% segun (Marco-Jiménez et al., 2008); por otra parte hay resultados de un
volumen promedio de 2ml con concentraciéon de 1163 x 10° y motilidad de
84.5% (Jiménez-Rabadan et al., 2012); y en el trabajo de (Ledesma et al.,
2014) obtuvieron valores de 3.9 ml de volumen promedio, con motilidad de
81.7%

2.1.2. Plasma seminal.

El plasma seminal es una compleja mezcla de secreciones que se originan
principalmente en el epididimo y las glandulas sexuales accesorias del macho
(Topfer-Petersen et al., 2005), cumple un rol de proteccion de los
espermatozoides dentro del tracto reproductivo de la hembra (Troedsson et al.,
2005), donde las proteinas presentes en el plasma seminal protegen a los
espermatozoides vivos para no ser fagocitados por los polimorfonucleares
presentes en el Utero; también juegan un rol importante en el transporte y
eliminacién de espermatozoides muertos (Loomis, 2006). La amplia variacion
en la calidad espermatica del semen refrigerado que se observa entre machos
de una misma especie, puede atribuirse a diferencias en la composicion de su

plasma seminal (Muifio-Blanco et al., 2008).

Luis Alejandro Ulloa Ramones 14
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2.2. Evaluacién seminal

La evaluacion convencional del semen en las diferentes especies incluye
diversos parametros macroscopicos: volumen y color, microscopicos:
concentracion, motilidad, viabilidad y HOST. Los valores obtenidos a partir de
un espermatograma basico no son indicadores de fertilidad, sino de la
funcionalidad del macho, asi como de su ciclo hormonal y espermatogénico
(Santiani et al., 2004).

Sin embargo, muchos estudios realizados en nuestro medio orientados al
manejo y conservacion de espermatozoides en animales domeésticos, incluyen
limitados parametros de referencia. No obstante, existen técnicas
especializadas disefiadas para estimar la potencial capacidad fecundante de
una muestra de semen. En ovinos, la evaluacion de la integridad funcional y
estructural de la membrana plasmaética, asi como de la acrosomal pueden ser

indicadores de la funcionalidad de sus espermatozoides (Santiani et al., 2004).
2.3. Criopreservacion del espermatozoide

El éxito en la criopreservacion de espermatozoides depende del
mantenimiento de su potencial fertilizante, el cual ofrecerd integridad y
funcionalidad a las diferentes estructuras celulares (Hammerstedt et al., 1990).
Los espermatozoides capaces de fecundar al ovocito, deben mantener al
menos cuatro atributos basicos después de la congelacién y descongelacion:
Metabolismo para producir energia

Motilidad progresiva ( importante para la fecundacion, ya que mide el grado de
avance que éste tendra en el tracto reproductivo femenino)

Enzimas acrosOmicas (importantes para la penetracion de los
espermatozoides a través de las estructuras que rodean al ovocito) (Salomon &
Maxwell, 1995)

Proteinas de la membrana plasmética (importantes para la supervivencia de los
espermatozoides en el tracto reproductor femenino y para su conexion a la

membrana del ovocito durante la fecundacién) (Andrabi, 2009).
2.4. Xilacina
Es un derivado tiacinico con capacidad analgésica, sedante y relajante

muscular. Un incremento en la dosis no suele acomparfiarse de un aumento de

Luis Alejandro Ulloa Ramones 15
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los niveles de sedacidn, aunque si prolonga la duracion de sus efectos, que en
general se sitian en torno a los 20-30 minutos. Debido a sus efectos, resulta de
gran utilidad en la sedacion de animales, de cara a la realizacion de
procedimientos poco cruentos, tales como radiografias, ecografias, curas, etc.
Cabe recordar que la disminuciéon de la motilidad intestinal conlleva el acamulo
de gases en el tracto gastroentérico. Los rumiantes son muy sensibles a la
administraciéon de agonistas a-2 adrenérgicos, como la xilacina, por lo que las
dosis varian entre 0,05-0,1 mg/Kg IV y 0,1-0,2 mg/Kg IM. La sedacion tras la
administracion IV seré efectiva a los 3-5 minutos y de 10-15 minutos por via IM
(Belda et al.,, 2005). En Rumiantes (sin ayuno) hay salivacion profusa por
decremento de la deglucién, y se presenta paralisis de los movimientos
ruminales, sin aparente peligro para la evacuacion de gases (Sumano Lépez y
Ocampo Camberos, 2006), por lo que no se requeriria el ayuno de los

animales.
2.5. Farmacocinética

Después de administrarse por via IM, la xilacina se absorbe rapidamente,
aunqgue su biodisponibilidad es incompleta. Al administrar por via IM tiene una
biodisponibilidad de 40-48% en equinos 17-73% en ovinos y 52-90% en
caninos. Cuando se administra por via IV en el caballo, su efecto comienza en
1-2 min siempre y cuando se use el preparado al 10%. En perros y gatos, el
efecto de la xilacina cuando se administra por via IM 0 SC empieza a los 10-15
min, y por via IV (preparado al 2%) en 3-5 min. La analgesia persiste hasta 15-
30 min, pero la sedacién al menos 1-2 h. La xilacina se biotransforma en gran
medida convirtiendose hasta en 20 metabolitos. Su vida media es de 23 min en
la oveja, 50 min en el caballo, 36 min en la vaca y 30 min en el perro (Sumano
& Ocampo, 2006).

2.6. Farmacodinamia

La xilacina estimula los receptores periféricos a-2 presinapticos, que induce la
liberacién de noradrenalina y genera un estimulo vagal via central. Ademas de
un efecto analgésico y sedante, la xilacina genera actividad relajante muscular
por inhibicion de la transmision intraneuronal de impulsos. Por este fundamento

se le ha usado en la terapia antitetanica. A pesar que tiene efectos similares a

Luis Alejandro Ulloa Ramones 16
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los de la morfina en algunos receptores, no causa excitacion en felinos,

equinos o bovinos (Sumano & Ocampo, 2006).

Luis Alejandro Ulloa Ramones 17
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1.

Materiales biolégicos

4 Carneros adultos de la raza Corriedale
Pajuelas con semen de carneros

Suero sanguineo de carneros

. Materiales quimicos

Diluyente AndroMed®
Tincion de Eosina-Nigrosina
Alcohol polivinilico

Fructosa

Citrato de sodio

Xilacina al 2 %

Gel Carboxi-metil-celulosa
Agua destilada

Nitrogeno Liquido (-196°C)
Kit ELISA para Cortisol

Kit ELISA para Testosterona

. Materiales fisicos

Embudo de coleccion de semen
Tubos Vacutainer

Jeringas de 3ml, 5ml y 10 ml
Tubos Eppendorf de 1,5 ml
Portaobjetos

Cubreobjetos

Gradilla

Pajuelas de 0,25 ml

Tubos Falcon de 15 ml.
Termometro

Vasos de Precipitacion de 50ml, 100ml y 250ml.

Luis Alejandro Ulloa Ramones
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Pipetas de 1mly 5ml.

e Refrigerador

e Rampa de Flotacion

e Termo de Nitrogeno Liquido

e Microscopio CX31. Olimpus

e Fotometro SDM1. Minitube

e Platinas térmicas XH-2012. Premier

e Electroeyaculador Bailey MOD2. Western Instrumental Company
e Estufa INC-108. Memmer

e Gradillas

e Micropipetas de 1000 pl, 500 pl, 200 pl, 100pl, 10 pl

e Puntas de Pipeta

e Bafio maria

e Camara para microscopio. ACCU Scope. Excelis HDF
e Estetoscopio

e Television

e Microplacas para ELISA

e Lector de microplacas ELISA
3.2. Métodos
3.2.1. Localizacién

La presente investigacién se realizé en la granja Irquis de la Universidad de
Cuenca ubicada en la parroquia Victoria del Portete, cantén Cuenca, provincia
del Azuay, en el callejon interandino a una altitud promedio de 2600 msnm,
temperatura entre 10-14° C, con las siguientes coordenadas UTM: X:
714038.17 Y: 9659215.46

El procesamiento del material genético, crioconservacioén y evaluacion post-
descongelacion se realizd6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccién Animal de la granja Irquis de la Universidad de Cuenca.

El andlisis de las muestras sanguineas para las evaluaciones hormonales se

realizd en el Laboratorio CENBIOCLI S.A. en la ciudad de Cuenca.
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3.2.2. Caracteristicas de la unidad de analisis

Se trabajé con muestras de semen fresco, pajuelas de 0,25 ml descongeladas
y muestras de sangre para el analisis de cortisol y testosterona. Se estudiaron
cuatro carneros sexualmente maduros, mayores a un afio de edad, con un
peso entre 60-90 Kg. Dos meses antes de iniciar la presente investigacion, se
llevaron a Irquis dos carneros procedentes de la granja de Nero de la
Universidad de Cuenca, éstos animales fueron sometidos a una etapa de
adaptaciéon a las condiciones climéticas, de manejo (pastoreo extensivo); su
alimentacion se basa en pastura Ryegrass y concentrado, sal mineral y agua
se ofrecieron ad libitum. Los otros dos carneros estudiados siempre estuvieron
en la granja de Irquis.

Se hizo un examen previo a los animales y se determindé que no presentan

enfermedades reproductivas ni de otra indole.
3.2.3. Metodologia

3.2.3.1. Administracion de xilacina

Se administré xilacina via IV en la vena yugular 10 minutos antes a la colecta

de semen con EE. La dosis aplicada fue de 0,05 mg/Kg de peso vivo.

3.2.3.2. Extraccion de semen con electroeyaculador

El semen de los cuatro carneros se extrajo con EE dos veces por semana. En
todo el estudio se tom6 ocho muestras a cada animal; en cuatro colectas se
administré el tranquilizante xilacina (dosis de 0,05 mg/Kg de peso vivo por via
IV 10 minutos antes de la extraccibn de semen) y cuatro colectas sin
tranquilizante. Tabla N°1.

Previo a la electroeyaculacion, se retir6 manualmente la materia fecal de la
ampolla rectal, se lubric6 con gel de carboxi-metil-celulosa para no dafar la
mucosa rectal con la sonda y de esta manera lograr un mejor contacto. El EE
utilizado tiene una sonda de 7/8 de pulgada de diametro y 7 pulgadas de largo,
ademas dos electrodos que estan dispuestos de manera circular en el extremo
de la sonda. Este EE trabaja con 6 voltios, el contador de impulsos es de 60
por segundo y la anchura de pulso es aproximadamente 1/5 de un segundo.
(Western , 2017).

Se insert6 la sonda (con los electrodos hacia delante) aproximadamente 10 cm
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en el recto del carnero, quedando ubicada por encima de las glandulas anexas.
Se dio descargas eléctricas durante 4 segundos seguidos por 4 segundos de

descanso, se repitid el ciclo hasta que el animal eyaculé.

Para asegurarse que la sonda se encuentra en el sitio correcto, es necesario
observar los musculos posteriores, que responden a los estimulos eléctricos a
través de contracciones espasmadicas (Fumagalli, 2012). Al aplicar el estimulo
eléctrico afecta a los nervios simpatico lumbares segun Morillo et al.,(2012).
La cadena simpética est4d separada de las raices nerviosas somaticas
lumbares por cada musculo psoas y su fascia (Gonzalez Mesa et al., 2013),
cuya funcion es la de flexionar la articulacion de la cadera. con respecto al
musculo psoas menor, su principal funcion cosiste en flexionar la pelvis sobre la
regiéon dorsal o lumbar (arquear los lomos) (Urroz, 2004), lo que provocaria los
movimientos tipicos al aplicar esta técnica del tren posterior.

Tabla 1 Cronograma de extracciones seminales

EXTRACCION DE SEMEN
CARNEROS EE I.E.E..+ TOTAL
xilacina
Carnero A 4 4 8
Carnero B 4 4 8
Carnero C 4 4 8
Carnero D 4 4 8
SUBTOTAL 16 16 32

3.2.3.3. Evaluacién de Semen Fresco

Una vez obtenidas las muestras de los carneros, éstas fueron transportadas

inmediatamente al laboratorio para realizar los siguientes analisis:

o Volumen

o Concentracion: se midio en el fotometro, que nos da el resultado
en millones de espermatozoides por ml.

o Motilidad masal (MM), medida en una escala de 1 a 5, se colocé
una gota de semen puro sobre un portaobjetos temperado a 37°C,
sobre una platina térmica de microscopio y se observo a 40X.

o Motilidad individual progresiva (MIP) se observo al microscopio
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con lente de 40X, se coloc6 10 ul de semen puro sobre un portaobjetos
precalentado en la placa térmica a 37°C. Se evalué en porcentaje (O-
100%). Para determinar la MIP, se consider6 los siguientes
movimientos:
a) Progresivo rectilineo: espermatozoides con movimiento activo y
energeético, con desplazamiento en sentido de avance.
b) Ondulatorio: movimiento lento, con pequefio desplazamiento
originado por golpes lentos y laterales de la cola.
c) Rotatorio: movimientos sobre si mismo con un radio reducido y
cierta velocidad.
d) Espermatozoides inmoviles.

o Vitalidad Espermatica (VE) y Anormalidades mediante la tincion
eosina-nigrosina. En un portaobjetos precalentado a 37°C, se mezclo
una gota de 5 ul de semen con una gota del mismo volumen de la
tincion de eosina-nigrosina. A continuacion se hizo un frotis con un
cubreobjetos (37°C), se observé al microscopio y se conté 100
espermatozoides en distintos campos, finalmente para determinar la VE
se sacO un porcentaje entre espermatozoides vivos (cabeza blanca) y
muertos (cabeza roja), lo mismo se hizo para las anormalidades, se
calcul6 el porcentaje entre espermatozoides normales y anormales (sin

cola, macrocabezas, microcabezas, gota citoplasmatica, etc).

En general, el porcentaje aceptable de anormalidades de cabeza es de 15-
20%, mientras que las anormalidades de acrosoma y cola se puede aceptar
hasta un 25%. Fuese cual fuese el sistema de clasificacién, en cualquiera de
los casos se debe esperar un minimo de 70% de espermatozoides normales en

el eyaculado. (Gémez & Migliorisi, 2017)

3.2.3.4. Procesamiento del semen y crioconservacion

El semen extraido se diluyé con AndroMed® El diluyente se prepar6 a 37°C,
sobre la placa térmica, se coloc6é 200ml de AndroMed® en 800 ml de agua
bidestilada.
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El calculo para el numero de dosis por eyaculado, se determiné mediante la

siguiente formula:
Vx[ lxMIP
50 x 108

#pajuelas =

V:volumen

[ ]: concentracion

MIP: motilidad individual progresiva

50 x 10°: concentracién espermatica por pajuela

Se agrego la cantidad de diluyente, segun la siguiente formula:
DT = # pajuelas — TV

DT: diluyente total

V: volumen

Una vez calculado los volimenes de semen y de AndroMed® se procedi6 a
empajuelar, se proces6 10 pajuelas por eyaculado. Se colocé las pajuelas en
un vaso de precipitaciéon con agua destilada dentro del refrigerador hasta que
alcanzé una temperatura de 5°C, aproximadamente en una hora (tiempo de
equilibrio). Posteriormente se colocé las pajuelas en una rampa de flotacién
(dentro del mismo refrigerador) a la misma temperatura durante dos horas.
Luego se coloco la rampa de flotacién con las pajuelas dentro de una caja de
espuma flex a una altura de 4 cm del nivel de nitrégeno liquido durante 10
minutos, posteriormente se realizé la inmersion de las pajuelas en nitrégeno y
finalmente se colocaron dentro del termo de nitrégeno liquido a -196°C hasta

realizar su evaluacion post-descongelacion.

3.2.3.5. Evaluacion del semen post-descongelado

Transcurridos 7 dias se descongeld las pajuelas, se sumergié en Bafio maria
(37°C por 1 minuto) y se evalu6 las caracteristicas cuali-cuantitativas de los
espermatozoides. Se realizé las siguientes pruebas: MIP, VE, anormalidades y
Test HOST.

3.2.3.6. HOST

Por medio de la prueba hipoosmdtica (hypoosmotic swelling test HOST) se
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evaluo la integridad funcional de la membrana plasmatica de los
espermatozoides. Su principio consiste en suspender a los espermatozoides en
un medio hipoosmotico, aquellos que son bioquimicamente activos (HOST +)
permitiran la entrada de agua y mostraran diferentes grados de turgencia en un
esfuerzo por mantener la dindmica de equilibrio entre los liquidos de su
compartimento intracelular y los del medio extracelular, como consecuencia, el
espermatozoide aumenta su volumen con notables cambios en la morfologia
de sus flagelos: dilatacion o enrollamiento (Hernandez et al.,, 2015). Esta
respuesta se asocia con el grado de integridad normal de la membrana y la
actividad funcional de la misma, requisito indispensable para que se dé la
reaccion acrosomica durante el proceso de fertilizacion (Urrego et al., 2008).

Para evaluar el efecto de la permeabilidad de la membrana espermética
mediante HOST, se utilizd el protocolo propuesto por Correa & Zavos (1994),
basandonos en el principio de que los azucares y los electrolitos mantienen la
integridad funcional de la membrana espermatica (Urrego et al., 2008). Por lo
tanto, HOST es la técnica ideal para evaluar la permeabilidad de la membrana
del espermatozoide independientemente de la especie, como lo confirman los
trabajos de Santiani et al (2004) en ovinos, Vazquez et al (1997) en jabali,
Campi et al (2004) en verracos, Correa & Zavos (1994) en bovinos, Jeyendran

et al (1984) en humanos.

Esta prueba se realiz6 a los espermatozoides procedentes de las pajuelas
descongeladas, para ello se prepar6 una mezcla en una relaciéon 10:1, se
colocé en una tubo Eppendorf de 1,5 ml: 100 pl de la solucién de fructosa —
citrato de sodio — agua destilada y 10 ul de la muestra espermatica. Luego se
llevd los tubos a la estufa, donde se mantuvieron durante una hora a 37°C,
98% de humedad y 5% de CO:. Finalmente se observé al microscopio y se
contd 100 células, siendo positivos los espermatozoides que presentaron
doblez o hinchazdén en sus piezas medias o enrollamiento de sus colas.

El porcentaje de espermatozoides positivos a HOST se calcul6 con el nimero
de células que presentaron modificaciones en sus colas sobre el numero total

de espermatozoides contados en la misma placa (Urrego et al., 2008).
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3.2.3.7. Extraccidon de muestras sanguineas

La extraccion de las muestras sanguineas de los ovinos se realizd tres veces
por cada colecta de semen:

— 20 minutos antes de la extraccion de semen con EE

— Inmediatamente después de la EE

— 20 minutos después de la EE.
Antes de la primera extraccion se canaliz6 una sonda con un catlén a la vena
femoral, se extrajo 5 ml de sangre por muestra, la cual se colecté en tubos
vacutainer (tapa roja) sin EDTA, posteriormente se coloc6 los tubos en gradillas
y fueron llevados al laboratorio de Irquis, se centrifugé y el suero se envié al
Laboratorio Cenbiocli S.A. donde se realiz6 el analisis de cortisol y
testosterona. Tabla 2

Tabla 2 Analisis de muestras sanguineas

HORMONAS ANALIZADAS
CARNEROS Cortisol | Testosterona TOTAL
Carnero A 24 24 48
Carnero B 24 24 48
Carnero C 24 24 48
Carnero D 24 24 48
SUBTOTAL 96 96 192

3.2.3.8. Evaluaciéon de parametros hormonales

La metodologia empleada para la deteccion de las hormonas: cortisol y
testosterona fue a través de la técnica de ELISA.

3.2.3.8.1. ELISA para determinar Cortisol

Para realizar el analisis, todos los reactivos, sueros referencia y control

estuvieron a temperatura ambiente (20 - 27°C). El procedimiento realizado fue
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el siguiente:

Se ordeno los pocillos de las microplacas, para que cada referencia del
suero: control y muestra del paciente, sean analizados por duplicado.

Se pipeted 25ul del suero de referencia y de la muestra control en el
pocillo asignado.

Luego se agreg6 50l del reactivo de enzima Cortisol a todos los pocillos
y se mezclo durante 20-30 segundos.

Posteriormente se afadio 50l del reactivo cortisol biotina a cada pocillo
y se mezclé su contenido durante 20-30 segundos para homogenizar.
Se cubrié e incubd las microplacas durante 60 minutos a temperatura
ambiente.

Después se sec6 el contenido de la microplaca por decantacion con
papel absorbente.

A continuacién se afiadié 350ul de Tampdn de Lavado y se decantd, se
realiz6 en total tres lavados.

Luego se agreg6 100pl de la Solucion Sustrato a todos los pocillos y se
incubo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Posteriormente se agregd 50l de la Solucién de Parada a cada pocillo y
se mezclé suavemente durante 15-20 segundos.

Finalmente se leyd la absorbancia de cada pocillo a 450nm (con una
longitud de onda de referencia de 620-630nm, para minimizar errores)
en un lector de microplacas ELISA. Los resultados se leyeron 30

minutos después de que se afiadio la Solucion de Parada.

3.2.3.8.2. ELISA para determinar Testosterona

Para realizar el andlisis, todos los reactivos, suero referencia y control

estuvieron a temperatura ambiente (20 - 27°C). La descripcién de la técnica

empleada, se cita a continuacion:

Se ordend los pocillos de las microplacas, para que cada referencia del
suero: control y muestra del paciente, sean analizados por duplicado.
Se pipeted 10pl del suero de referencia y de la muestra control en el

pocillo asignado.
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Luego se agrego 50ul del reactivo de enzima Testosterona a todos los
pocillos y se mezcld durante 20-30 segundos.

Posteriormente se afiadid 50pul del reactivo testosterona biotina a cada
pocillo y se mezclé su contenido durante 20-30 segundos para
homogenizar. Se cubrioé e incubd las microplacas durante 60 minutos a
temperatura ambiente.

Luego se seco el contenido de la microplaca por decantacion con papel
absorbente.

A continuacién se afadio 350ul de Tampon de Lavado y se decanto, se
realizo en total tres lavados.

Luego se agregd 100pl de la Solucion Sustrato a todos los pocillos y se
incubo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Posteriormente se agrego6 50ul de la Solucién de Parada a cada pocillo y
se mezclé lentamente durante 15-20 segundos.

Finalmente se ley6 la absorbancia de cada pocillo a 450nm (longitud de
onda de referencia de 620-630nm) en un lector de microplacas ELISA.
Los resultados se leyeron 30 minutos después de que se afiadid la
Solucién de Parada.

3.2.4. Variables analizadas

3.2.4.1. Variables Independientes

e Extraccién de semen con electroeyaculador con administracion previa o

no de tranquilizante xilacina.

3.2.4.2. Variables Dependientes

Variables Dependientes
Viabilidad Espermatica | Viabilidad Espermética | Hormonas en Sangre
en Fresco Post-descongelacion
Motilidad Masal MIP Testosterona
MIP VE
VE Anormalidades Cortisol
Anormalidades HOST
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3.2.5. Disefio experimental y pruebas estadisticas

Para el andlisis de los datos se utilizé el software estadistico (SPSS version
23). Se aplicaron pruebas estadisticas generales, de normalidad de datos y
homogeneidad de varianza.

Para determinar la normalidad de los datos se aplicd las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Para determinar diferencias estadisticas
se aplicé un Analisis de Varianza (ADEVA) para los resultados normales y la
Prueba de Mann-Whitney si los datos no cumplian con los parametros de

normalidad.

Las variables analizadas estadisticamente fueron: densidad testicular (DT),
condicién corporal (CC), peso, volumen, concentracién, motilidad masal (MM),
HOST, medicion del nivel de cortisol y testosterona en sangre antes, durante y
después de la aplicacién de xilacina. Motilidad individual progresiva (MIP),
porcentaje de espermatozoides vivos y de sus anormalidades en fresco y

postdescongelacion.

Los resultados presentados corresponden a las medias y su error estandar, con
un nivel de significancia del 5%. Los datos considerados estadisticamente

diferentes fueron aquellos donde p<0.05.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Los resultados obtenidos se los presenta en tres secciones:

- Mediciones Previas: DT, CC, peso

- Analisis Seminal: volumen, concentracion, MM, MIP, porcentaje de vivos,
porcentaje de anormalidades, HOST.

- Andlisis Hormonal: cortisol y testosterona en sangre.

4.1 Mediciones Previas

Los resultados obtenidos para la variable de DT si cumplieron con el supuesto
de Normalidad de datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Anexo 1),
no sucedié lo mismo con los resultados de las variables CC y peso. Se aplicé la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney (Anexo 2) y se comprob6 que para
DT no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dos
tratamientos (P>0,05), demostrando de esa manera que las medidas de
densidad testicular entre los carneros en esta investigacion fueron parecidas
(Tabla 1). Para los resultados correspondientes a CC y peso no se encontrd
diferencias significativas entre tratamientos (P>0,05), lo que nos indica que la
condicion corporal y peso de los animales estudiados fueron similares (Tabla
3).

Tabla 3 Resultados de las Variables: DT, CC, Peso en cada tratamiento

Tratamiento

Variable Con Xilacina Sin Xilacina Significancia
X+ EE X+ EE

DT (cm) 32,5+0,29 32,4 +£0,32 0,897

CC (Escala NIRD) 2,9 £0,03 2,9+0,03 1,000

Peso (kg) 42,4 + 0,39 42,4 + 0,39 1,000

X = EE: media % error estandar de la media.
NS No hay diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), segiin Mann-
Whitney.

4.2. Andlisis Seminal
Los datos correspondientes al volumen de las muestras seminales de los

carneros, cumplieron con el supuesto de normalidad solamente en el
tratamiento con xilacina, segun lo evidencian los resultados de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (Anexo 1). Mediante la Prueba de Mann-Whitney (Anexo

3) se observd que el volumen seminal presentd diferencias estadisticamente
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significativas (P<0,05) entre los dos tratamientos, siendo mayor en el que se
aplico xilacina (Tabla 4).

En lo que respecta a la concentracion espermatica, los valores que cumplieron
con las condiciones de normalidad de datos, fueron los correspondientes al
tratamiento con xilacina, segun se observan los resultados de las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y la de Shapiro-Wilk (Anexo 1). Se encontraron ademas
diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la concentracion
espermatica entre los dos tratamientos (Tabla 4) siendo mayor en el
tratamiento que se aplico el tranquilizante, para ello se utilizd la prueba de
Mann-Whitney (Anexo 3).

Los resultados de la prueba de HOST para los dos tratamientos cumplieron con
los supuestos de normalidad de datos segun las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y la de Shapiro-Wilk (Anexo 1). Mediante la prueba estadistica de
Mann-Whitney no se encontraron diferencias significativas (P>0,05) para esta
variable (Anexo 3).

El resto de variables correspondientes al analisis seminal no cumplieron con las
condiciones de normalidad de datos en ninguna de las pruebas realizadas:
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk (Anexo 1). Sin embargo, al realizar la
prueba de Mann-Whitney (Anexo 3) se observo significancia (P<0,05) entre
tratamientos para las variables de Vivos en fresco y de Motilidad Post-
descongelaciéon (Tabla 4), lo que nos indica que los porcentajes de
espermatozoides vivos en fresco y la motilidad de éstos luego de descongelar
las pajuelas fue mayor en el tratamiento que se aplicd xilacina previo a la
extraccién de semen en relacion al tratamiento sin tranquilizante.

Los valores de las variables de ésta seccion que no presentaron diferencias

estadisticamente significativas se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 4 Variables del Analisis Seminal que presentaron significacion

Con Xilacina Sin Xilacina

X+ EE X+ EE
0,92 £ 0,0272 0,65 + 0,013

901,2 + 18,672 807,4 + 14,67° 0,002

63,7 + 1,252 56,9 + 1,20° 0,005

50,0 + 2,242 43,7 + 1,80°

Tabla 5 Variables del Analisis seminal que no presentaron significacion

Con Xilacina Sin Xilacina

X+ EE X+ EE

_ 3,66 + 0,075 3,72+ 0,08

_ 58,13 + 1,36 59,38 + 1,11 0,590
_ 11,88 + 1,008 13,13+ 1,11 0,445
_ 55,0 + 1,60 56,25 + 1,25 0,491
_ 13,13 £ 1,20 13,13+ 1,20 1,000
_ 29,81 + 1,67 30,70 + 1,71 0,838

4.3. Anédlisis Hormonal
Los valores de cortisol medidos en la sangre de los carneros antes de la

introduccion del electroeyaculador, cumplieron con los supuestos de
normalidad, segun las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y la de Shapiro-Wilk
(Anexo 1) en ambos tratamientos: con y sin tranquilizante. Mientras que las

mediciones de esta hormona durante y después a la introduccion del
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electroeyaculador, cumplieron con las condiciones de normalidad solamente en
el tratamiento en que se inyecto previamente xilacina, a través de las pruebas
estadisticas anteriormente mencionadas. Mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney (Anexo 4) se determind que en ninguno de los casos existieron
diferencias significativas entre tratamientos (P>0,05), por lo que las mediciones
de cortisol en sangre fueron similares en los dos tratamientos (Tabla 6).

Los resultados obtenidos en la medicién de la hormona testosterona en sangre
antes de introducir el electroeyaculador, cumplieron con los supuestos de
normalidad en el tratamiento en que no se inyecto tranquilizante (Kolmogorov-
Smirnov, Anexo 1). En el caso de los valores de testosterona durante la
introducciéon del electroeyaculador, aquellas que cumplieron con las
condiciones de normalidad fueron las del tratamiento donde no se aplico
xilacina (Pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, Anexo 1) y las del
tratamiento en que si se inyecto el tranquilizante (Kolmogorov-Smirnov, Anexo
1). Por otro lado, los datos correspondientes a la medida de esta hormona
después de la introduccion del electroeyaculador, no cumplieron con los
supuestos de normalidad en ninguno de los dos tratamientos. Finalmente,
mediante la prueba de Mann-Whitney (Anexo 4) no se encontré diferencias
estadisticas significativas (P>0,05) en la medicion de testosterona entre los
tratamientos con y sin tranquilizante (Tabla 6).

Tabla 6 Medicion de Hormonas (cortisol y testosterona) en sangre

Tratamiento

Variable Con Xilacina Sin Xilacina Significancia
X+ EE X+ EE
CA (ug/di) 7,44 + 1,220 5,03 + 0,502 0,287
CDU (ugrdi) 5,96 + 0,711 5,04 + 0,357 0,323
CDES (ug/dly 4,92 + 0,750 5,30 £+ 0,392 0,254
TA (ng/ml) 2,52 + 0,609 1,83+ 0,332 0,696
TDU (ng/ml) 2,17 + 0,407 1,69 + 0,237 0,838
TDES (ng/ml) 2,22 + 0,562 2,03+0,301 0,445

X + EE: media * error estandar de la media.
NS No hay diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), segin Mann-Whitney.
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CAPITULO V: DISCUSION

Uno de los métodos més empleados en ovinos es la electroeyaculacion,
proceso que produce estrés en los animales. Este proceso produce estrés en
los animales por lo que para disminuir sus efectos se utilizé el tranquilizante
“xilacina”, evaluado en el plasma sanguineo junto con la testosterona, lo que
permite medir la libido de los animales y determinar si sus distintos niveles
afectan o no las valoraciones cualitativas y cuantitativas del semen fresco asi

como del postdescongelado.

El volumen fue una de las variables con las que obtuvimos diferencias
significativas. La media de los datos obtenidos con el tratamiento con
tranquilizante fue: 0,27ml superior a la media del otro tratamiento. Si bien éstos
volimenes son bajos, fueron similares a los obtenidos en el estudio de Marco-
Jiménez et al.,(2008) cuya investigacion se realizé en carneros de raza Guirra
a los que se les inyecto xilacina previo a la introduccion del electroeyaculador
(1,01 £ 0,1ml). Nuestros resultados se contraponen con los obtenidos en las
investigaciones realizadas por Ledesma et al.,(2014) (volumen promedio 3,99
+ 0,386 ml) y con los resultados obtenidos por Pineda et al., (1987), Pineday
Dooley., (1991) quienes obtuvieron grandes volumenes seminales utilizando
electroeyaculador como método de colecta.

Los datos de concentracibn presentaron diferencias estadisticas entre
tratamientos, la media del valor correspondiente al tratamiento con xilacina
presentd una concentracion de 93,8 millones de espermatozoides/ml mayor al
otro tratamiento. En un estudio realizado por Mattner y Vogimay, (1962) en
nueve carneros de raza Merino colectaron semen con electroeyaculador sin
administrar tranquilizante y obtuvieron distintos valores de concentracion
espermatica, con un maximo de 3700 x 10%/ml y un minimo de 900 x 10%/ml,
este Ultimo valor es cercano a los obtenidos en ésta investigacion. En un
trabajo realizado con electroeyaculador por Marco-Jiménez et al., (2005) en
carneros de raza Guirra, previamente sedados con xilacina, obtuvieron
eyaculados altamente concentrados: 6200 x 10%ml. Esta variabilidad en las
concentraciones se debe al factor raza y al distinto método de aplicacién de
voltaje continuo en cada intervalo mientras que en los trabajos anteriormente

citados el voltaje se aumento progresivamente.
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Se observo diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides vivos
de las muestras en fresco entre los dos tratamientos: con xilacina se encontro
6,8% mas espermatozoides viables en relacién al otro tratamiento. Mientras
que en las pajuelas descongeladas con el tratamiento sin tranquilizante se
obtuvo 1,25% mas de vitalidad espermatica que en el otro. El tratamiento sin
xilacina de este estudio se observa que el porcentaje de vivos en fresco es
0,65% mayor al obtenido en el mismo tratamiento post-descongelacion, sin
embargo en el tratamiento con xilacina tanto en nuestro estudio (8,7% mayor
en fresco) como en las investigaciones realizadas por Alvarez et al., (1992) y
Garcia-A Ivarez et al., (2009) el porcentaje de vivos post-descongelacion
disminuye en gran medida en relacion a las muestras en fresco (39,1% y 37%
respectivamente).

Los resultados de motilidad masal de nuestro trabajo no presentaron
diferencias significativas entre tratamientos. La media de los datos para el
tratamiento sin xilacina (x: 3,72) son parecidos con la obtenida en el estudio
realizado por Cameron, (1977) en carneros de raza Merino (x: 3,4).

En el presente trabajo, las muestras en fresco correspondientes al tratamiento
sin xilacina que presentaron una motilidad individual progresiva 1,25% mayor
en relacion a su par sin tranquilizante, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los dos tratamientos.

El resultado de motilidad post-descongelacion, en el tratamiento con xilacina se
obtuvo una motilidad 6,3% mayor al tratamiento sin tranquilizante, ademas se
encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
Nuestro resultado fue superior si lo comparamos con el encontrado por Garcia-
Alvarez et al., (2009) que obtuvo una motilidad post-descongelacion media de
36,67 + 7,60%. La diferencia en el porcentaje de motilidad post-descongelacién
entre ambas investigaciones puede deberse a la utilizacion de distintos
métodos para determinar la motilidad, Garcia-Alvarez et al.,(2009) utilizaron el
sistema CASA, mientras que en este estudio esa valoracion fue subjetiva.

En el porcentaje de anormalidades no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos tratamientos tanto en fresco como
en post-descongelacion, lo cual se corrobora con los resultados obtenidos por
Cochran et al., (1984) que trabajé con cinco razas de ovejas: Barbados, St.

Croix, Finnsheep, Hampshire, Suffolk.
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No se observaron diferencias estadisticas entre los dos tratamientos para la
prueba de HOST, y al comparar éstos resultados con los obtenidos por
(Boretto et al., (2002) vemos que las medias para esta variable se aproximan
entre si.

Los niveles de cortisol y testosterona en el tratamiento con xilacina coinciden
con lo afirmado por Damian y Ungerfeld (2011) quienes proponen que la
electroeyaculacion afecta a la concentracion hormonal, por lo que a medida
gue aumenta el cortisol, la testosterona disminuye y viceversa, después de la
electroeyaculacion. Segun Juniewicz et al.,, (1987) el cortisol (corticoide)
suprime la generacién de GnRH a nivel hipotalamico y se suprime la secrecién
de LH a nivel pituitario segun Matteri et al., (1984).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se obtuvo eyaculados con mayor volumen, concentracion espermatica y
porcentaje de espermatozoides vivos, en el tratamiento con la aplicacion

xilacina al 2% previo a la técnica de electro eyaculacion.

e EIl método de congelacién de pajuelas fue eficaz, porque se obtuvo un
porcentaje considerable de motilidad post-descongelacién, ya que el
namero de espermatozoides que presentaban anormalidades aumenté

ligeramente, siendo muy similar al obtenido en fresco.

e La administracion de xilacina no afectd significativamente el analisis y
resultados de las caracteristicas seminales cuali-cuantitativas, a
excepcion del porcentaje de espermatozoides vivos  post-
descongelacion.

e En la medicion de cortisol y testosterona se observé que la xilacina no

disminuyo el estrés en los carneros durante la electroeyaculacion.

RECOMENDACIONES
e Aplicar Xilacina al 2% anterior a la aplicacion a la electroeyaculacion
para obtener mayor volumen, concentracidbn espermatica y porcentaje

de espermatozoides vivos.

e Para un mejor efecto del tranquilizante, se debe evitar que el animal
pase por estrés durante la etapa de induccion, ya que esta condicién no

permite una sedacion optima.

e Realizar estudios similares teniendo en cuenta factores como raza,
acondicionamiento del animal a la técnica de electroeyaculacion,

madurez sexual y llevar un registro de fertilidad previo a la evaluacion.
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ANEXOS

Anexo 1.- Pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para la Normalidad
de datos

Pruebas de normalidad para el tratamiento Sin Xilacina 2

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DT ,204 16 ,073 ,822 16 ,005
cC ,462 16 ,000 ,546 16 ,000
PESO ,282 16 ,001 ,806 16 ,003
VOL 334 16 ,000 ,644 16 ,000
CONC ,219 16 ,039 ,873 16 ,031
MM ,382 16 ,000 ,695 16 ,000
MIP 431 16 ,000 ,612 16 ,000
VIVOS 431 16 ,000 ,591 16 ,000
ANORM ,385 16 ,000 ,670 16 ,000
MOT2 ,324 16 ,000 ,831 16 ,007
VIVOS ,398 16 ,000 ,621 16 ,000
ANORM 431 16 ,000 ,591 16 ,000
HOST ,153 16 ,200" ,942 16 371
S1CA ,209 16 ,061 ,934 16 ,281
S1CDU ,252 16 ,008 ,835 16 ,008
S1CDES ,238 16 ,016 ,886 16 ,049
S1TA ,149 16 ,200" ,867 16 ,025
S1TDU ,130 16 ,200° ,936 16 ,302
S1TDES ,236 16 ,017 ,799 16 ,003

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. ETAPA = Sin Xilacina

b. Correccién de significacion de Lilliefors
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Pruebas de normalidad para el tratamiento Con Xilacina 2

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
DT ,167 16 ,200" ,868 16 ,025
CcC ,462 16 ,000 ,546 16 ,000
PESO ,282 16 ,001 ,806 16 ,003
VOL ,197 16 ,098 ,870 16 ,027
CONC ,149 16 ,200" ,923 16 ,189
MM ,323 16 ,000 ,759 16 ,001
MIP ,385 16 ,000 , 719 16 ,000
VIVOS ,398 16 ,000 ,621 16 ,000
ANORM ,492 16 ,000 484 16 ,000
MOT2 ,250 16 ,009 ,859 16 ,019
VIVOS ,348 16 ,000 ,729 16 ,000
ANORM 431 16 ,000 ,591 16 ,000
HOST ,073 16 ,200° ,983 16 ,985
S1CA ,164 16 ,200° ,909 16 111
S1CDU ,115 16 ,200" ,948 16 454
S1CDES ,168 16 ,200" ,902 16 ,087
S1TA ,319 16 ,000 773 16 ,001
S1TDU ,190 16 ,127 ,841 16 ,010
S1TDES ,262 16 ,004 ,821 16 ,005

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. ETAPA = Con Xilacina

b. Correccion de significacion de Lilliefors

Anexo 2.- Prueba No Paramétrica de Mann-Whitney para las mediciones

previas 2

Luis Alejandro Ulloa Ramones

U de Mann-
Whitney

W de

Wilcoxon

z

Sig. asintdtica
(bilateral)
Significacion
exacta [2*(sig.
unilateral)]

-0,156
0,876

,897°

CcC PESO

128 128

264 264
1,000 1,000

a. Variable de agrupacion: tranquilizante.
b. No corregido para empates.
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Anexo 3.- Prueba No Paramétrica de Mann-Whitney para el Analisis Seminal 2

VOL CONC MM MIP1 VIVOS1 ANORM1 MIP2 VIVOSZ2 ANORM2

U de Mann- 0 49,5 120 113 55 107 74 109 128
Whitney

W de 136 1855 256 249 191 243 210 245 264
Wilcoxon

z - -2,959 - - -3,271 -1,006 - -0,815 0

4,924 0,348 0,748 2,159

Sig. 0 0,003 0,728 0,455 0,001 0,314 0,031 0,415 1
asintdtica

(bilateral)
Significacion ,000° ,002°  ,780° ,590° ,005°P ,445b ,043b ,491° 1,000¢°
exacta

[2*(sig.
unilateral)]

a. Variable de agrupacién: tranquilizante.
b. No corregido para empates.

Anexo 4.- Prueba No Paramétrica de Mann-Whitney para el Analisis Hormonal
a

CA CDU CDES TA TDU TDES
U de Mann- 99 101 97 117 122,5 107,5
Whitney
W de 235 237 233 253 258,5 243,5
Wilcoxon
4 -1,093 -1,018 -1,168 -0,415 -0,207 -0,773
Sig. 0,274 0,309 0,243 0,678 0,836 0,44
asintotica
(bilateral)
Significacion ,287P ,323b ,254 ,696P ,838P ,445bP
exacta
[2*(sig.
unilateral)]

a. Variable de agrupacion: tranquilizante.
b. No corregido para empates.

Luis Alejandro Ulloa Ramones 43

HOST
122,5

258,5

0,208
0,836

,838°



