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RESUMEN

La electroeyaculacion (EE) es una técnica ampliamente utilizada ya que permite
colectar semen de machos en una gran cantidad de situaciones. Sin embargo, su aplicacién
provoca estrés y dolor. Como método alternativo a la EE, se utiliz6 el masaje transrectal de
las glandulas sexuales accesorias guiado por ultrasonido (TUMASG), que requiere menos
estimulos eléctricos (0 ninguno), afectando menos el bienestar animal. Las técnicas
utilizadas para colectar semen pueden modificar la composicién y calidad del mismo,
incluyendo el plasma seminal. A su vez, tanto la cantidad como la composicion del plasma
seminal determinan la criorresistencia del semen cuando éste se somete a un proceso de
congelacion/descongelacion. En esta Tesis se compard la criorresistencia del semen de
chivos colectado por TUMASG y EE durante la estacion reproductiva (Experimento 1) y
fuera de la estacion reproductiva (Experimento 2). ElI semen se colect6 en 10 chivos de
Gabo6n con ambos métodos en cada estacion. El tiempo necesario para la eyaculacion, el
numero de pulsos eléctricos aplicados, la suma de los pulsos eléctricos aplicados * voltaje y
el numero total de vocalizaciones emitidas durante la coleccién por cada animal, fueron
registrados. En las muestras frescas se procedio al analisis de diferentes pardmetros
seminales, incluyendo volumen, concentracion, motilidad de masa, el vigor espermatico,
porcentaje de espermatozoides motiles, con motilidad progresiva, con membrana funcional,
porcentaje de espermatozoides vivos y normales. En las muestras de semen congeladas se
evaluaron las mismas variables. En el Experimento 1, TUMASG requirié mas tiempo (P
<0.0001) pero menos pulsos eléctricos (P <0,0001) y una menor suma de pulsos*voltaje que
EE (P <0.0001). Los chivos vocalizaron menos veces durante TUMASG que durante EE (P
= 0,0002). EI semen colectado con TUMASG tuvo mayor concentracion espermatica (P =
0,001), cantidad total de espermatozoides (P= 0,04), motilidad de masa (P = 0,003), niUmero
total de espermatozoides métiles (P = 0,04) y un mayor numero total de espermatozoides
con motilidad (P = 0,04), mayor numero total de espermatozoides con membrana funcional
(P=0,02) y mayor namero total de espermatozoides con morfologia normal que el semen
colectado con EE (P = 0,02, respectivamente). Después del proceso de congelacién-
descongelacion, los espermatozoides colectados con TUMASG tuvieron mayor vigor
espermatico (P <0.05), numero total de espermatozoides métiles (P = 0,01) y
espermatozoides con motilidad progresiva (P = 0,01), mayor porcentaje de espermatozoides
motiles (P = 0,02) y de espermatozoides con membrana funcional (P = 0,01), mayor nimero
total de espermatozoides con membrana funcional (P= 0,002) y mayor nimero total de
espermatozoides con morfologia normal (P = 0,03) que el semen colectado con EE. En el
Experimento 1 los espermatozoides colectados con TUMASG tuvieron mayor
criorresistencia para casi todas las variables consideradas que cuando fueron colectados con
EE. En el Experimento 1 se realizo la evaluacion ecografica Doppler de la irrigacion de la
glandula vesicular antes y después de la colecta de semen mediante ambos métodos en donde
el IR, la VSP y la VDF medidos antes de la colecta de semen, no fueron diferentes con
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TUMASG o EE. Se observé una interaccion antes de la colecta en la S/D, siendo mayor con
EE que con TUMASG. La VSP y VDF después de la colecta fueron mayores con TUMASG
que con EE. En el Experimento 2, TUMASG requirié menos pulsos eléctricos (P <0,0001)
y una menor suma de pulsos * voltaje (P = 0,0002) que con EE. Sin embargo, el resto de las
caracteristicas espermaticas evaluadas no difirieron segun el método de colecta tanto en las
muestras de semen fresco como descongelado, y no hubo diferencias en la criorresistencia
de ninguna variable. En conclusion, el TUMASG fue eficaz para colectar el semen en chivos
durante la estacion reproductiva, ya sea para usarlo fresco o para criopreservarlo, afectando
menos el bienestar animal que la EE. Sin embargo, fuera de la estacion reproductiva, las
ventajas del TUMASG sobre la EE tanto en el bienestar animal como en la calidad
espermatica y la criorresistencia fueron menores que durante la estacion reproductiva.
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ABSTRACT

Electroejaculation (EE) is a widely used technique that allows the collection of semen from
males in a large number of situations. However, its application causes stress and pain. As an
alternative method to EE, our working group used transrectal massage of the accessory sex
glands guided by ultrasound (TUMASG), which requires less (or no) electrical stimuli,
affecting less animal welfare. The techniques used to collect semen can modify its
composition and quality, including seminal plasma. In turn, both the quantity and the
composition of the seminal plasma determine the cryosistance of the semen when it is
subjected to a freezing/thawing process. This Thesis compares the cryoresistance of goat
semen collected by TUMASG and EE during the reproductive season (Experiment 1) and
outside the reproductive season (Experiment 2). Semen was collected from 10 Gabonese
goats with both methods at each station. The time required for ejaculation, the number of
electrical pulses applied, the sum of the electrical pulses applied * voltage, and the total
number of vocalizations emitted during the collection by each animal was recorded. In fresh
samples, different seminal parameters were analyzed, including volume, concentration, mass
motility, quality of motility, percentage of motile sperm, with progressive motility, with
functional membrane, percentage of live and normal sperm. The same variables were
evaluated in the frozen semen samples. In Experiment 1, TUMASG required more time (P
<0.0001) but fewer electrical pulses (P <0.0001) and a lower sum of pulses * voltage than
EE (P <0.0001). The goats vocalized fewer times during TUMASG than during EE (P =
0.0002). The semen collected with TUMASG had a higher sperm concentration (P =0.001),
total number of sperm (P = 0.04), mass motility (P = 0.003), total number of motile sperm
(P = 0.04) and a greater total number of spermatozoa with motility (P = 0.04), greater total
number of spermatozoa with functional membrane (P = 0.02) and greater total number of
spermatozoa with normal morphology than semen collected with EE (P = 0, 02,
respectively). After the frozen-thawed process, the spermatozoa collected with TUMASG
had a higher quality of motility (P <0.05), the total number of motile spermatozoa (P = 0.01)
and spermatozoa with progressive motility (P = 0.01), a higher percentage of motile
spermatozoa (P = 0.02) and spermatozoa with functional membrane (P = 0.01), had greater
total number of spermatozoa with functional membrane (P = 0.002) and greater total number
of spermatozoa with normal morphology (P = 0.03) than the semen collected with EE. In
Experiment 1 the spermatozoa collected with TUMASG had higher cryosistance for almost
all the variables considered than when they were collected with EE. In Experiment 1, the
Doppler ultrasound evaluation of the vesicular gland irrigation was carried out before and
after semen collection using both methods, where the IR, VSP, and VDF measured before
semen collection were not different with TUMASG or EE An interaction was observed
before the collection in the S/ D, being greater with EE than with TUMASG. The VSP and
VDF after collection were higher with TUMASG than with EE. In Experiment 2, TUMASG
required fewer electrical pulses (P < 0.0001) and a lower sum of pulses * voltage (P =
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0.0002) than with EE. However, the rest of the sperm characteristics evaluated did not differ
according to the collection method in both fresh and frozen-thawed samples, and there were
no differences in the cryosistance of any variable. In conclusion, the TUMASG was effective
to collect semen from goats during the reproductive season, either to use it fresh or to
cryopreserve it, affecting animal welfare less than the EE. However, outside the reproductive
season, the advantages of TUMASG over EE both in animal welfare and sperm quality and
cryosistance were lower than during the reproductive season.



1. INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas comprenden técnicas que favorecen la eficiencia
reproductiva y las tasas de mejoramiento genético de los animales, contribuyendo de esta
forma a desarrollar la produccion animal y a incrementar favorablemente la multiplicacion
y transporte de material genético. Asimismo, algunas biotecnologias permiten conservar las
especies en peligro de extincion, a través del almacenamiento de recursos genéticos Unicos
que puedan disponerse con relativa facilidad para su utilizacion. Hace ya unos afios, la
criopreservacion de semen es una herramienta indispensable en la produccién animal ya que
se prolonga la capacidad fecundante de los espermatozoides al disminuir o detener su
motilidad y reacciones metabolicas (Salamon & Maxwell, 2000).

El semen se puede conservar en estado liquido o congelado dependiendo el objetivo
con el que se vaya a utilizar. Para su uso a corto plazo alcanza con conservarlo en estado
liquido a temperatura ambiente, 0 a bajas temperaturas (refrigerado). En cambio, para
periodos largos de conservacion, se recurre a la congelacion de dosis seminales mantenidas
a-196 °C (semen congelado) (Evans & Maxwell, 1990). Esta forma de conservacion permite
que el semen pueda ser utilizado mucho tiempo despues de su colecta y también en lugares
alejados al lugar donde se colecto.

Aungue la criopreservacion de semen tiene muchas ventajas desde el punto de vista
practico, se debe considerar que los espermatozoides experimentan dafio durante el proceso
de congelacion y descongelacion. Se ha descrito que el semen con alto porcentaje de
espermatozoides motiles, viables y morfolégicamente normales, al ser sometido a técnicas
convencionales de criopreservacion experimentan una reduccién de la motilidad
espermatica, fendmeno que se asocia con modificaciones en el metabolismo celular y dafios
en la membrana plasmatica (Watson, 2000). El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas:
la dilucion, refrigeracion, adicion del crioprotector, congelacion y descongelacién. Mientras
que algunas fases son relativamente inocuas, otras son muy estresantes para los
espermatozoides, como es el caso de la refrigeracion y la congelacion (Watson, 1995).
Ademas las etapas de enfriamiento iniciales del proceso de criopreservacion exponen a los
espermatozoides a la fluctuacion de membrana y a cambios osméticos que eventualmente
conducen a un estado de estrés oxidativo (Martorana et al. 2014). Cuando los
espermatozoides estan expuestos a bajas temperaturas, aumenta la produccion celular de
especies reactivas de oxigeno y esto se traduce en una mayor susceptibilidad del ADN y la
membrana plasmatica al ataque oxidativo mitocondrial en comparacion con el semen fresco
(Ortega et al. 2010). Cada etapa del protocolo de criopreservacion desempefia una
interaccion especial con la estructura, la funcion de la membrana y con el metabolismo
celular (Hammerstedt et al. 1990).



1.1.  Técnicas de coleccion de semen

Para llevar a cabo técnicas de inseminacion artificial (1A) o para congelamiento y
almacenamiento para su posterior utilizacion, primero es necesario realizar la colecta de
semen. Aunque a menudo se pasa por alto, la coleccion de semen es el primer paso
importante del proceso de criopreservacion (Leboeuf et al. 2000). Existen varios métodos
de coleccion seminal. Dentro de los mas comunes y estudiados en pequefios rumiantes se
encuentran la vagina artificial (VA) o la electroeyaculacion (EE) (Jiménez-Rabadan et al.
2016). También se han desarrollado alternativas a la EE, como el masaje transrectal, pero
esta técnica ha estado limitada al uso en toros (Palmer et al. 2004). Sin embargo,
recientemente se ha desarrollado el uso del masaje transrectal guiado por ultrasonidos de las
glandulas sexuales accesorias (TUMASG) para colectar semen en pequefios rumiantes
domésticos y salvajes (Santiago-Moreno et al. 2013; Ungerfeld et al., 2015; Abril-Sanchez
etal. 2017).

1.1.2. Vagina artificial

Para la coleccion de un eyaculado de buena calidad es necesario usar un método
eficaz de colecta de semen. En los animales domésticos, el método de opcion es la VA
(Leboeuf et al. 2000). La VA consiste en una parte externa rigida de 15-20 cm x 5-6 cm y
una camisa interna de latex o caucho, ésta se repliega y asegura sobre los extremos del tubo
externo con bandas elésticas. Entre la cubierta y la camisa se forma un compartimento
hermético donde se agrega agua a 50 — 55 °C. A uno de los extremos de la VA se adosa una
copa de coleccion de semen. Al momento de la colecta del semen la temperatura interna de
la vagina debe mantenerse a 42-45 °C (Steyn, 2003). Este método es el que imita en forma
mas precisa las condiciones de la monta natural y tiene como ventajas la obtencion de
eyaculados de alta calidad, con baja contaminacion, es de bajo costo y permite evaluar la
conducta sexual (Barth et al. 2004). Tiene la desventaja que se requiere un animal
relativamente entrenado y ddécil, y que la eficiencia de la colecta depende del
comportamiento sexual del animal.

1.1.3. Electroeyaculacién

La EE fue introducida en el campo de la medicina veterinaria como método para la
coleccion de semen en diferentes animales desde mitad del siglo pasado (Dziuk et al. 1954).
El procedimiento de EE consiste en la aplicacion de estimulos eléctricos en el recto de los
machos, mediante el uso de una sonda con electrodos orientados hacia la region ventral,
administrando pulsos de baja tension e intensidad eléctrica (Palmer et al. 2005a). Esta
aplicacion estimula al sistema nervioso simpatico desencadenando la eyaculacion. Para que
esto ocurra actian tres grupos de nervios: un grupo superior que se distribuye de forma
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postero-superior a los testiculos; un grupo medio que inerva al epididimo e inicio del vaso
deferente y un grupo inferior que inerva a los conductos deferentes superiores y la parte
distal del epididimo (Semans & Langworthy, 1938). Por otro lado, la estimulacion de los
nervios hipogastricos provoca la contraccion de los vasos deferentes, vesiculas seminales y
musculos de la prostata (Bors, 1952) y de esta manera se induce la emision de semen desde
la cola del epididimo hacia la uretra prostéatica.

La EE permite colectar muestras de semen en situaciones variadas, por ejemplo, fuera
de la estacién reproductiva en especies de reproduccion estacional (Lincoln & Davidson,
1977), a machos de especies silvestres (Santiago-Moreno et al. 2009), machos pre puberes
(Lacuesta et al. 2015), o machos que han sido aislado de hembras (Giriboni et al. 2017). Sin
embargo, la EE tiene efectos negativos sobre el bienestar animal (BA) ya que la aplicacién
de pulsos eléctricos produce aumentos en las concentraciones séricas de cortisol,
temperatura rectal, pulso, respiracion y frecuencia cardiaca, asi como modificaciones en
variables hematolégicas y bioquimicas indicadoras de la respuesta de estrés (Damian &
Ungerfeld, 2011; Abril-Sanchez et al. 2017).

Aunque la EE es un método efectivo de coleccion de semen (Palmer, 2005a), el estrés
y el dolor inducidos han llevado a cuestionar su uso en varios paises (Hopper et al. 2014).
Por tanto, recientemente se ha desarrollado para pequefios rumiantes una técnica de
coleccion de semen con masaje transrectal de las glandulas sexuales accesorias guiado por
ultrasonido (TUMASG) (Santiago-Moreno et al. 2013) que se puede utilizar
alternativamente a la EE (Ungerfeld et al. 2015; Abril-Sanchez et al. 2017).

1.1.4. Masaje transrectal de las glandulas sexuales accesorias guiado por ultrasonido

El TUMASG se utilizé inicialmente en elefantes, basado en el uso de la ecografia
para observar la ampolla del conducto deferente y monitorizar la respuesta eyaculatoria
(Hildebrandt et al. 1998).

El procedimiento consiste en masajear la ampolla del conducto deferente con la sonda
ultrasonica, alternando con vigoroso masaje manual de la glandula bulbouretral,
presionandola contra la sinfisis del pubis. Simultaneamente, la parte peneana, perineal y
pélvica se masajean para facilitar el transporte del semen. La ampolla del conducto deferente
es monitoreada por ecografia para evaluar cuando estd vacia, evitando asi estimulos
eléctricos innecesarios como resultado de la detencion del procedimiento cuando no haya
mas semen disponible para la coleccidn. El contenido de la ampolla del conducto deferente
aparece anecoico y tiene forma tubular antes del procedimiento TUMASG, pero después de
la eyaculacién se vuelve méas ecogénico, mas pequefio en tamafio y en forma de serpentina
(Santiago-Moreno et al. 2013). En general, para lograr la eyaculacién el TUMASG requiere
pocos pulsos eléctricos o incluso ninguno, lo que induce una respuesta de estrés menor y
probablemente menos dolorosa que la EE (Ungerfeld et al. 2015) y, por lo tanto, tendria un
impacto negativo menor sobre el BA. En un estudio reciente, Abril-Sanchez et al. (2017)
observaron en chivos que el TUMASG es menos estresante y probablemente menos doloroso



que la EE sin afectar el vigor espermaético. Sin embargo, los efectos del TUMASG sobre la
calidad del semen varian entre especies (Abril-Sanchez et al. 2019). Por ejemplo, en
muflones (Ungerfeld et al. 2015) y en la cabra montés (Coloma et al. 2013), el uso de EE
da como resultado la obtencion de semen con mayor porcentaje de espermatozoides con
motilidad que el colectado mediante TUMASG.

1.2. Problemas de bienestar animal con el uso de la electroeyaculacién

El estrés es una perturbacion real o percibida de la homeostasis o del bienestar
psicolégico de un animal, desencadenada por la percepcion de diversos factores
denominados estresores (Moberg, 2000). El uso de EE induce respuestas de estrés tipicas,
como fisioldgicas (aumentos de la temperatura rectal, frecuencias respiratorias y cardiacas),
ocurren alteraciones endocrinas (aumento de la concentracion de cortisol sérico),
bioquimicas (cambios en el hematocrito y hemoglobina) y hematoldgicas (Damian &
Ungerfeld, 2011; Abril-Sanchez et al. 2017).

Por otro lado, el dolor esta asociado a alteraciones del comportamiento dentro de las
cuales las mas obvias incluyen inquietud y vocalizaciones mientras se aplican
procedimientos dolorosos (Napolitano et al. 2020). Las vocalizaciones suelen ser
indicadores confiables de dolor (Prunier et al. 2013). En este sentido, las vocalizaciones
estan asociadas a la aplicacion de los pulsos eléctricos durante la EE en toros (Whitlock et
al. 2012) y carneros (Damian & Ungerfeld, 2011). Més aun, la EE induce vocalizaciones en
pequefios rumiantes incluso bajo anestesia general (Fumagalli et al. 2015). Por lo descripto
anteriormente y otras evidencias la EE ha sido considerada como dolorosa por varios autores
(Bath, 1998; Orihuela et al. 2009).

En algunos paises, se requiere el uso de anestesia general para reducir el estrés y el
dolor asociados con la EE (Falk et al. 2001), pero la informacion disponible sobre su uso es
muy escasa Y tiene algunas desventajas. Los rumiantes anestesiados deben estar en ayunas
durante 12 a 24 h para prevenir el timpanismo y la regurgitacion ruminal (Carroll &
Hartsfield, 1996), lo que agrega tiempo de manipulacion. Ademas, la anestesia puede afectar
el comportamiento normal; por ejemplo, disminuye el apetito y los animales pueden
permanecer afectados durante muchas horas (Provenza et al. 1994). Por tanto, TUMASG se
puede utilizar alternativamente a la EE para colectar semen, ya que no requiere de anestesia.

1.3. Influencia de los métodos de colecta en la calidad seminal

La EE ejerce su accion estimulante directamente sobre los nervios peélvicos
simpaticos y parasimpaticos y sobre las glandulas anexas, por lo que aumenta la proporcién
de plasma seminal (PS) en el eyaculado (Austin et al. 1961; Hulet et al. 1964). Por lo tanto,
cuando se colecta semen con EE la concentracion espermética es menor que cuando se
colecta con VA en chivos (Memon et al. 1986) y toros (Leon et al. 1991). Asimismo, la
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cantidad de espermatozoides vivos y la motilidad de masa es menor que la del semen
colectado con VA (Memon et al. 1986; Ledn et al. 1991). Ademas, tanto en chivos (Jimenez-
Rabadan et al. 2012) como en toros (Ledn et al. 1991), los espermatozoides de los eyaculados
colectados con EE son menos resistentes a la criopreservacion que los espermatozoides
colectados con VA. En cambio en carneros, se observé mayor cantidad de espermatozoides
con la membrana plasmatica intacta y con una funcién mitocondrial normal en el semen
colectado con EE que en el colectado con VA (Ledesma et al. 2014). En este contexto, se
debe considerar que la composicion del PS tiene un papel crucial en muchas funciones de
los espermatozoides. En efecto, la composicion del PS afecta directamente la motilidad
(Maxwell et al. 2007) y la viabilidad de los espermatozoides despues de la criopreservacion
(Soleilhavoup et al. 2014) asi como los resultados de prefiez (Bromfield, 2016; Druart et al.
2019).

Por otra parte, el semen colectado con masaje transrectal de la region ampular tiene
menos espermatozoides con motilidad que el colectado con EE en toros (Palmer, 2005b). En
la misma direccion, mediante TUMASG se obtiene menor volumen de semen con menor
motilidad espermatica que con EE en muflones anestesiados (Ungerfeld et al. 2015). Esta
variabilidad en la calidad de semen puede deberse a que el método de coleccion modifica la
secrecion de las glandulas sexuales accesorias y por lo tanto la de PS (Yeoman et al. 1998;
Christensen et al. 2011). En contraposicion, Sarsaifi et al. (2015) obtuvieron una mejor
calidad espermatica en el semen descongelado de toros colectado mediante masaje
transrectal que en el colectado mediante EE durante la estacién reproductiva. Como los
espermatozoides se obtuvieron de los mismos animales con ambos métodos, las principales
diferencias pueden estar relacionadas con el proceso de eyaculacién. Estas diferencias
también pueden explicarse parcialmente por las diferencias en el estimulo recibido, ya que
en el caso del masaje éste se produce en una zona del recto y en el caso de la EE una intensa
contraccion muscular en la zona pélvica (Sarsaifi et al. 2015).

En funcion de lo anterior, es necesario entender la base fisioldgica de las diferencias
observadas en diferentes especies en respuesta a la induccion de la eyaculacién. De igual
forma, es necesario determinar las caracteristicas de los espermatozoides colectados
utilizando diferentes técnicas disefiadas para reducir el dolor.

1.4.  Estacionalidad reproductiva en pequefios rumiantes y su relacion con las
glandulas sexuales accesorias

En carneros y chivos existen grandes variaciones estacionales que se manifiestan
en el comportamiento sexual, dimensiones testiculares (masa y volumen), secrecion
hormonal y en la espermatogénesis (Langford et al. 1987; Delgadillo et al. 2004). En estas
especies, en los animales que habitan zonas templadas, los cambios en el fotoperiodo
influyen sobre el comportamiento sexual y la actividad testicular (Menchaca & Ungerfeld,
2010). El cambio de estaciones es percibido principalmente a través de cambios del dia a dia
en la cantidad de horas de luz (fotoperiodo), es decir, perciben el aumento o la disminucién



de la duracién del dia (Malpaux, 2006). El estimulo del fotoperiodo se transforma en una
sefial endogena a través de la secrecion de melatonina por parte de la glandula pineal
(Chemineau et al. 2008). ElI aumento de la cantidad de horas de oscuridad, es decir, la
disminucion de la duracion del dia estimula la actividad reproductiva (Delgadillo y
Chemineau, 1992). El fotoperiodo decreciente provoca un estimulo de liberacion de GnRH,
y como consecuencia de las gonadotrofinas (LH y FSH). Este aumento de secrecion de LH
y FSH genera un aumento del tamafio testicular (Lincoln et al. 1981), de la actividad de las
glandulas accesorias (Goeritz et al. 2003) y de la calidad seminal. Los chivos Gabon, raza
utilizada en esta Tesis, tienen una concentracion maxima de testosterona y su actividad
reproductiva aumenta de noviembre a abril (desde finales de primavera hasta mediados de
otofio) en Uruguay (Giriboni et al. 2017).

La actividad de las glandulas sexuales accesorias también aumenta durante la
estacion reproductiva (Santiago-Moreno et al. 2005), por lo que la contribucion relativa de
las glandulas al eyaculado, y las posibles consecuencias del uso de una u otra técnica sobre
la calidad del semen también puede diferir si el semen se colecta durante la estacién
reproductiva o fuera de la misma.

1.5. Los estudios hemodinamicos de las glandulas sexuales accesorias y su relacion con el
semen

La ecografia es una técnica de diagndstico que se aplica a gran escala en la practica
veterinaria dado que permite investigar en forma precisa la integridad de los 6rganos v el
seguimiento de los procesos fisiologicos (Abdel-Razek & Ali, 2005). En particular la
ecografia Power Doppler (PD) permite estudiar con precision la perfusion tisular y
determinar variaciones en los flujos sanguineos (Zelli et al. 2013). EI flujo sanguineo se
puede mostrar como un grafico que representa el analisis espectral Doppler de la velocidad
de la sangre, en un area pequefia de un vaso sanguineo (Doppler espectral; Ginther, 2007).
La tecnologia se basa en frecuencias en las que los rayos de ultrasonido reflejados por los
eritrocitos en movimiento varian a medida que las células se mueven con diferente velocidad
y también si se acercan o se alejan del transductor de ultrasonido. EI angulo en el que se
emiten los rayos de ultrasonido al encontrar el vaso sanguineo, o la sangre en movimiento
se denomina angulo Doppler o angulo de insonacidn. Por lo general, se establece un angulo
Doppler de <60 ° y se obtienen formas de onda espectrales / ciclos cardiacos consecutivos.

Por ejemplo, Camela et al. (2017) informaron que los indices de flujo sanguineo
de las arterias iliacas internas, que irrigan los érganos reproductores ubicados en la region
pélvica son importantes predictores de la motilidad progresiva de los espermatozoides, la
motilidad de masa y la concentracidn espermatica en carneros. Se propuso también que los
parametros de flujo sanguineo medidos en la arteria testicular, como la resistencia al flujo
sanguineo (indice de resistencia, IR) y el indice de pulsatilidad (IP) son predictores
importantes de la calidad del semen (Gumbsch et al. 2002; Carrillo et al. 2012; Zelli et al.
2013). El IR es el indice que refleja la resistencia del flujo arterial originado por el vaso



distal al vaso medido (Wood 2010), mientras que el IP evallGa la resistencia del vaso
sanguineo medido. Hedia et al. (2019) documentaron cambios estacionales en los indices
de velocidad de la arteria testicular en carneros. Los valores medios para el IR fueron mas
bajos durante el otofio e invierno (estacion reproductiva), aumentaron significativamente en
primavera y alcanzaron valores méaximos en verano (fuera de estacion reproductiva). En el
mismo sentido, el IP de carneros aumentd significativamente durante el invierno y luego
alcanzd un pico en el verano. Los aumentos en el volumen de flujo sanguineo testicular (es
decir, una disminucidn tanto en IR como en IP) durante la estacion reproductiva se debieron
principalmente al marcado aumento en el volumen testicular y las concentraciones
plasmaéticas de 17B-estradiol registradas durante ese periodo. Ademas, los valores de IR y IP
se correlacionaron negativamente con la concentracion de células espermaticas y la
motilidad progresiva.

Los estudios en esta area, sin embargo, son preliminares y los resultados no son del
todo concluyentes. Por otro lado, el estudio hemodindmico de las glandulas sexuales
accesorias es importante dado que estos 6rganos contribuyen a la produccion de los fluidos
que constituyen el PS (Gongalves et al. 2014) y por lo tanto influyen sobre la calidad del
semen que se colecta. En vista de esto, el estimulo distinto causado por diferentes métodos
de colecta de semen sobre las glandulas sexuales accesorias tanto por el TUMASG como
por la EE puede contribuir en la obtencion de informacion sobre la fisiologia de los 6rganos
reproductores masculinos, aumentando el valor predictivo y la sensibilidad de las
evaluaciones ultrasonograficas para determinar la fertilidad.

1.6. Caracteristicas del plasma seminal y su relacion con la criorresistencia del semen

El PS esta compuesto por secreciones del testiculo, epididimo y de las glandulas
sexuales accesorias (las glandulas vesiculares, glandulas bulbouretrales y préstata) siendo
fundamental en la capacidad fertilizante de los espermatozoides (Soleilhavoup et al. 2014).
Inicialmente se creia que las secreciones del PS actuaban simplemente como un medio de
transporte para los espermatozoides, pero actualmente es muy claro que tiene una profunda
influencia sobre la fisiologia del semen (Maxwell et al. 2007; Laflamme & Wolfner 2013).
El PS difiere entre especies (Mortarino et al. 1998; Villemure et al. 2003; Caballero et al.
2012), asi como entre machos dentro de la misma especie (Strzezek et al. 2005), y contiene
una gran variedad de componentes bioquimicos (Mann & Lutwak-Mann, 1981). Esto incluye
abundantes carbohidratos, lipidos, proteinas y aminoacidos, enzimas, vitaminas
hidrosolubles y minerales (La Falci et al. 2002).

La criopreservacion del semen caprino presenta algunas dificultades dado que las
glandulas bulbouretrales secretan lipasas. Estas lipasas interactdan con algunos componentes
de los diluyentes, produciendo sustancias toxicas para los espermatozoides, lo que reduce la
efectividad la congelacion (Coloma et al. 2010). Para tratar de minimizar estos efectos se
recomienda la eliminacion del PS mediante la centrifugacion (lavado del semen) (Leboeuf



et al. 2000). Sin embargo, se trata de evitar esto por ser un proceso tedioso y puede dar lugar
a pérdida o dafio de los espermatozoides (Tuli y Holtz, 1994).

Los componentes del PS son esenciales para mantener el metabolismo, el pH y la
osmolaridad de los espermatozoides, siendo las proteinas los contribuyentes mas
importantes en el mantenimiento de la funcion de los espermatozoides de mamiferos
(Maxwell et al. 2007). La mayoria de las proteinas del PS son producidas en las glandulas
vesiculares (Dostalova et al. 1995; Rodriguez-Martinez, 2003). Las variaciones en el perfil
proteico del PS a lo largo del afio se relacionan con variaciones en el porcentaje de
espermatozoides con motilidad, con la viabilidad espermaética y con la concentracion
espermatica del eyaculado, lo que como se mencion0 anteriormente, aumentan durante la
estacion reproductiva (Cardozo et al. 2006). Las proteinas en el PS estan implicadas en
varios procesos como la preservacion de la viabilidad de los espermatozoides en su proceso
de maduracion, y las interacciones con el tracto reproductivo femenino. Ademas, participa
en la proteccion y mantenimiento de la membrana celular frente a agentes externos,
incluyendo eventos que producirian una prematura capacitacion y/o reaccion acrosomica,
como ocurre durante el proceso de criopreservacion (Manjunath et al. 2002). En el mismo
sentido, las proteinas contenidas en el PS, denominadas como GSP en el macho cabrio (goat
seminal plasma proteins; Villemure et al. 2003), son importantes para la adecuada
funcionalidad de los espermatozoides (Cardozo et al. 2006), protegiéndolos del choque
térmico (Colas et al. 2009).

El efecto crioprotector del PS de los carneros aumenta cuando se lo colecta durante
la estacion reproductiva comparado con la coleccion fuera de la misma (Leahy et al. 2010).
En el mismo sentido, la efectividad de la criopreservacion seminal varia de acuerdo a la
estacion del afio, lo que probablemente se asocia con la concentracién de testosterona
(Coloma et al. 2011). Por lo tanto, la cantidad y composicion del PS varia estacionalmente
e influye tanto sobre la calidad del semen fresco como en la calidad del semen congelado-
descongelado.

1.7. Criopreservacion del semen

Como ya se menciond, la coleccion de semen para la criopreservacion es un paso
clave para los programas de IA en pequefios rumiantes. EI método de coleccion seminal
(Marco-Jiménez et al. 2005;Giuliano et al. 2008) y la estacion del afio en varios mamiferos
(Fiser & Fairfull, 1983; Koonjaenak et al. 2007) afectan la respuesta de los espermatozoides
a la congelacion-descongelacion. Por ejemplo, Marco-Jiménez et al. (2005) observaron que
los espermatozoides colectados por EE fueron mas resistentes al dafio por el choque de
térmico que los colectados mediante el uso de VA. Por el contrario, Jiménez-Rabadéan et al.
(2012) obtuvieron una mejor calidad de semen colectado con VA después de la
descongelacion frente al de EE en ciervos.



Por otro lado, se sabe que la susceptibilidad de los espermatozoides a los dafios por
la congelacion varia entre individuos de una misma especie. Tales diferencias entre
individuos han sido reportadas en el toro (Parkinson & Withfield, 1987), caballo (Janett et
al. 2003) y cerdo (Yeste et al. 2013). En el cerdo existe una base genética para la variacion
en la calidad del semen después de la descongelacion, habiéndose identificado marcadores
moleculares ligados a genes que controlan la congelabilidad del semen (Benson et al. 2012).
En este sentido, Casas et al. (2010) determinaron que la proteina HSP90 del cerdo esta
presente en el semen de “buenos congeladores” en mayor proporcion que en los de “malos
congeladores”. Tales diferencias en la calidad, podrian estar relacionadas con una distinta
composicion lipidica o proteica de la membrana plasmética, o podrian deberse a variaciones
en la composicion del PS o a la funcionalidad de las glandulas accesorias (Holt et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, algunas de las proteinas presentes en PS pueden
desempefiar un papel importante en la prevencion del dafio causado por el choque térmico
(Barrios et al. 2005), los cambios en su proporcion relativa en el PS pueden influir en la
criorresistencia de las muestras de semen. Teniendo en cuenta toda esta informacion, las
posibles ventajas de TUMASG pueden estar relacionadas no solo con el BA, sino también
con mejorar la calidad del semen, incluida su criorresistencia.



2. HIPOTESIS

La calidad del semen fresco de chivos de Gabdn es mejor cuando se colecta mediante
TUMASG durante y fuera de la estacion reproductiva que cuando se colecta mediante EE.

La técnica de colecta del semen -TUMASG o EE- modifica la criorresistencia del
semen de chivos tanto durante como fuera de la estacion reproductiva.

ElI TUMASG es un procedimiento menos estresante y probablemente menos
doloroso que la EE sin afectar la calidad del semen de chivos.

El flujo sanguineo de las gldndulas sexuales accesorias de chivos difiere cuando el
semen se colecta mediante TUMASG o EE.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Comparar la respuesta de estrés, el flujo sanguineo de la rama de la arteria deferente,
las caracteristicas del semen fresco y la criorresistencia del semen de chivos colectado
mediante TUMASG o EE durante el otofio (estacion reproductiva) y la primavera (estacion
no reproductiva).

3.2. Objetivos especificos

Comparar el espermiograma basico del semen fresco de chivos colectado mediante
TUMASG o electroeyaculacién tanto durante estacion reproductiva como fuera de esta.

Comparar la criorresistencia del semen de chivos colectado mediante TUMASG o
electroeyaculacién tanto durante estacion reproductiva como fuera de esta.

Comparar la respuesta de estrés de chivos durante la coleccion de semen durante
estacion reproductiva como fuera de esta cuando el semen se colecta mediante TUMASG o
EE.

Comparar las variables cuantitativas (IR, S/D, VDF y VSP) del flujo sanguineo de
las glandulas sexuales accesorias durante la colecta de semen de chivos mediante TUMASG
0 EE durante la estacion reproductiva.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales y manejo

Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comision de Etica en el Uso de
Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay).
Los estudios se realizaron en la Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay (35° S,
Montevideo, Uruguay) con 10 chivos adultos de Gabon [36,9 + 1,7 kg (media + SEM)], una
raza que se ha utilizado en estudios anteriores similares relacionados con el desarrollo de
TUMASG (Ungerfeld et al. 2016; Abril-Sanchez et al. 2017). EI Experimento 1 se realiz6
durante la estacion reproductiva (marzo, otofio en el hemisferio sur) y el Experimento 2 fuera
de la estacion reproductiva (octubre, primavera en el hemisferio sur). Todos los animales
utilizados en estos estudios se sometieron previamente varias veces a ambas técnicas, EE y
TUMASG. Antes del inicio del experimento, se colectd semen de todos los machos para
asegurar la eliminacion de las reservas de semen envejecido.

4.2. Disefio experimental y procedimientos generales

En cada Experimento se colecté semen con TUMASG en cinco animales, y con
EE en los otros cinco. Dos dias después, cada procedimiento se aplico a los otros cinco
animales, por lo que finalmente se colectd semen de todos los animales con ambas técnicas,
en un disefio cruzado. Debido a la disponibilidad del equipo, el electroeyaculador (y la
sonda) utilizados durante la época de reproduccion y la temporada de no reproduccion
diferian (ver seccion 4.3), ambos estudios se consideraron y analizaron como experimentos
independientes, Durante la coleccion de semen se registro el tiempo requerido para la
eyaculacion considerando el inicio de la aplicacion del procedimiento hasta no visualizar
mas emisién de semen. Asimismo, se registro el nimero total de pulsos eléctricos aplicados
(ver seccion 4.3). Ademaés, se calculd la suma de pulsos*voltaje aplicados. En el
Experimento 1 también se registrd el nimero de vocalizaciones y se midieron los indices
vasculares de la rama de la arteria deferente a la glandula vesicular mediante ecografia
Doppler espectral. Finalmente, en cada experimento se evalud el espermiograma basico del
semen fresco y descongelado y se calculd su CR.

4.3. Procedimientos: EE y TUMASG

En el Experimento 1 la EE se realizé utilizando un electroeyaculador automatico
equipado con una sonda de 16,0 cm x 2,5 cm, con tres electrodos longitudinales (ePORVAC,
modelo €325, Argentina) (Fig 1A). Cuando se insertd la sonda y se ubicé en su lugar, se
aplico un voltaje creciente para comenzar con pulsos eléctricos de 2 V, aumentando 1 V
hasta cada 10 pulsos. La sonda no se movio, por lo que no se aplicé masaje. Cada pulso durd
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2 s, con intervalos de 2 s entre ellos. Previo a realizar la electroeyaculacion, se vacio el recto
de heces y se lavé el prepucio para evitar que se contaminara la muestra seminal. Se aplico
un gel a la sonda antes de introducir la misma en el recto para proceder a la coleccion de la
muestra de semen con el animal de pie. En el Experimento 2, la EE se realizd con un equipo
provisto de una sonda de 30,0 cm x 1,5 cm, con electrodos circulares de 1 cm (Fuhijira
Industry, Tokio, Japdn) (Fig 1B), cubiertos con cinta aisladora en la parte superior para evitar
estimular la regién dorsal del animal. Los machos fueron estimulados con 10 pulsos de 2 V,
aumentando 1 V en cada serie de 10 pulsos, hasta la eyaculacién. El equipo contaba con
control manual de pulsos, aplicando pulsos de 2 s alternados con periodos de descanso de
aproximadamente 2 s.

El procedimiento TUMASG requirié inmovilizar los animales en la posicion
cuadrupeda. Después de recortar el pelo alrededor del pene y limpiar el area circundante con
suero fisiolégico, se procedid a la exteriorizacion del mismo manualmente; se mantuvo
sobresaliendo, sujetandolo con la ayuda de una gasa apenas caudal al glande Esto ultimo
garantizaba que la uretra no colapsara durante la eyaculacién (Santiago-Moreno et al., 2013).
Brevemente, las glandulas bulbouretrales, las vesiculas seminales y los conductos deferentes
fueron observados por ultrasonido en tiempo real utilizando una sonda lineal de 7,5 MHz
(United Imaging, 120 IUStar 160 modelo Vet, Ucrania) (Figs 2A, 2B y 2C). La sonda
ecografica también se utilizd para masajear vigorosamente en la ampolla del conducto
deferente, con un movimiento hacia adelante y hacia atras para promover la expulsion de los
espermatozoides. El procedimiento se repitio varias veces hasta que se produjo la
eyaculacion. Si el animal no eyaculaba, se aplicaba uno o dos pulsos eléctricosde 4 a 7 V
durante 3 s, seguido nuevamente por el masaje con la sonda ecografica. El proceso fue
monitoreado mediante ecografia de la ampolla de conducto deferente, verificando que al
finalizar las glandulas estaban completamente vacias. El contenido de la ampolla del
conducto deferente antes de comenzar con el procedimiento TUMASG, aparece anecoico y
de forma tubular, pero después de la eyaculacion se vuelve mas ecogénico, mas pequefio en
tamafio y en forma de serpentina (Santiago-Moreno et al. 2013). Todos los machos
eyacularon cuando fueron sometidos a cada una de las técnicas y para asegurar que las
muestras de semen no se contaminen con suciedad, el pene fue exteriorizado antes del inicio
de la coleccion ya sea por TUMASG o EE. Ningun animal orin6 durante la recoleccion de
semen usando TUMASG o EE.
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Figura |. Electroeyaculador automatico con electrodos longitudinales (A)
v electroevaculador manual con electrodos circulares (B)

Tomado de Gofur, M. R. (2015)

2.C

Figura 2. Ultrasonograma de las glandulas bulboretrales, prostata (A) y glandula vesicular
(B) e imagen de las glandulas sexuales accesorias disecadas (C) de chivos (a-vesicula
seminal b-Uretra y parte diseminada de la glandula prostatica c-glandula bulbouretral d-
vejiga urinaria)

4.4 Ecografia Doppler
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En el Experimento 1 se realiz6 evaluacion ecografica Doppler de la irrigacion de la
glandula vesicular antes y después de la colecta de semen mediante ambos métodos,
utilizando el mismo equipo que se utilizé para realizar el TUMASG. Se midieron los indices
vasculares de la rama de la arteria deferente a la glandula vesicular mediante ecografia
Doppler espectral. Se registro la velocidad sistolica maxima (VSP), el final de la velocidad
diastolica (VDF), el indice resistivo (IR) y la relacion sistole/diéstole (S/D). Para hacer estas
determinaciones, se coloco el calibrador en el centro del lumen de la arteria de tal manera
que abarcara al menos 2/3 del didmetro del vaso y el angulo de insonacién se ajusté a < 60°
(Fig 3). Los indices de Doppler espectral se obtuvieron mediante rastreo manual utilizando
el instrumento ultrasénico software en un minimo de dos ondas consecutivas formadas.
Todos los indices vasculares se determinaron automaticamente.

animal 55 ele 1 I

Fig 3. Evaluacion ecografica Doppler espectral de larama de la arteria deferente a la glandula
vesicular de chivos. El triangulo rojo en el panel representa la posicion del area central del
vaso sanguineo (azul claro) con las aberturas para determinar la traza espectral del flujo
sanguineo, su velocidad e indice.

4.5. Evaluacion seminal, congelacion y descongelacion
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En ambos procedimientos (TUMASG y EE) y experimentos las muestras se
colectaron directamente en copas de vidrio templadas a 37 °C. En el semen fresco (etapa 1)
se determind el volumen eyaculado y la motilidad de masa (escala de 0 a 5). Ademas, el
vigor espermatico se determino subjetivamente, y los porcentajes de espermatozoides con
motilidad y con motilidad progresiva, la velocidad curvilinea (VCL), la velocidad lineal
(VSL), la velocidad media de trayectoria (VAP) y la amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH) se determinaron utilizando un software especifico [Sistema de Analisis de
Semen Integrado (ISAS, Valencia, Espafa)]. Las variables cinéticas se determinaron en un
minimo de 4 campos y 400 pistas de semen (tasa de adquisicion de imagenes de 25
cuadros/s). Luego se determind la concentracion espermatica utilizando una camara de
Neubauer, y se determind el porcentaje de espermatozoides con morfologia y acrosoma
normal mediante observacion subjetiva (Pursel & Johnson 1974). Por altimo, se evalud la
integridad funcional de la membrana espermatica después de 15 min de incubacion en un
medio hipo osmotico (HOST) (Jeyendran et al. 1984) y se determind el porcentaje de
espermatozoides con membrana funcional. Ademas, se calculé el numero total de
espermatozoides eyaculados, el nimero total de espermatozoides con motilidad, con
motilidad progresiva, con membrana funcional, con morfologia y con acrosoma normal.

El semen se congeld en pajuelas de 0,5 mL con un total de 50 millones de
espermatozoides después de agregar un diluyente de semen comercial (Andromed, Minitube,
Tienfenbach, Alemania), siguiendo el protocolo de congelacién descrito por Beracochea et
al. (2018). Después de agregar el diluyente (etapa 2), se colocaron las muestras en un
recipiente de vidrio con agua a 20 °C que se colocé en heladera hasta alcanzar los 5 °C (curva
de enfriamiento de aproximadamente 90 min, 1,7 °C/min). Luego, las pajuelas se colocaron
en vapores de nitrégeno (5 cm sobre la superficie del nitrdgeno en una caja de
almacenamiento criogénica, aproximadamente -120 °C) durante 10 min (11,5 °C/min) antes
de sumergirlos en nitrégeno liquido (-196°C). Las muestras se almacenaron a -196°C durante
6 semanas y luego se descongelaron (etapa 3) en bafio maria a 37 °C durante 30 s.
Nuevamente, se determinaron los porcentajes de espermatozoides con motilidad y con
motilidad progresiva, VCL, VSL, VAP y ALH mediante el ISAS. En las muestras de semen
descongeladas también se determinaron los porcentajes de espermatozoides con morfologia
y acrosoma normal, y con membrana funcional.

Para cada variable registrada en el semen descongelado (excepto para las variables
cinéticas) se calculé un indice de criorresistencia (CR), como CR = (semen
descongelado/semen fresco) x100.

4.6. Analisis estadistico

La distribucion normal de datos se probo con la prueba de Shapiro-Wilk, y se
aplicaron transformaciones cuando los datos no se distribuian normalmente antes de
analizarlos. Cada transformacion se presenta en las Tablas correspondientes, en las que tanto
el dato bruto y los datos transformados, estan incluidos. Todos los procedimientos y
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variables esperméticas que fueron distribuidos normalmente, o normalizados con
transformaciones adecuadas, se compararon entre tratamientos con un modelo mixto (proc
mixed; SAS, University Edition), incluyendo la técnica de coleccion como efecto principal
y el dia de colecta como efecto aleatorio. Las variables Doppler se compararon con un
modelo mixto, incluida la técnica de colecta como efecto principal, el tiempo (antes y
después de la colecta de semen) como medida repetida, y la interaccién entre tratamiento y
tiempo. Los datos que no se normalizaron (Vigor espermatico y motilidad de la masa de
espermatozoides) se compararon con Prueba de Wilcoxon. Los datos brutos que se
transformaron se presentan como media de minimos cuadrados + error estandar de la media
y datos brutos normalmente distribuidos o transformados se presentan como media + error
estandar de la media. Las diferencias medias se consideraron significativas cuando hubo una
P <0.05, y las tendencias para diferencias cuando fue 0.05 <P <0.1.
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5. RESULTADOS
5.1. Experimentos

En este experimento se observo que el TUMASG requirié mas tiempo, pero
requirié menos pulsos eléctricos y la suma de pulsos*voltaje fue menor que con la EE. Los
chivos vocalizaron menos veces durante el TUMASG que durante la EE todo esto se muestra
enla Tabla 1.

5.1.2. Semen fresco y descongelado durante la estacion reproductiva.

El semen fresco y descongelado colectado durante la estacion reproductiva
(Experimento 1) con TUMASG tuvo mayor concentracion espermatica, motilidad de masa,
cantidad total de espermatozoides eyaculados, espermatozoides con motilidad, con
membrana funcional y con morfologia normal (Tabla 2). Después del proceso de
congelacion-descongelacion, los espermatozoides colectados con TUMASG tuvieron una
mayor vigor espermatico, mayores porcentajes de espermatozoides motiles vy
espermatozoides con membrana funcional, cantidad total de espermatozoides con motilidad,
de espermatozoides con motilidad progresiva, espermatozoides con membrana funcional y
espermatozoides con morfologia normal (Tabla 3).

5.1.3. Evaluacion Doppler

El VPS y el VDF no difirieron segun la técnica (VPS: 48,7 +2,5cm /s vs 49,6 £
2,6cm/s; VDF:44,3+3,1cm/svs43,8 +3,3cm /s para EEy TUMASG
respectivamente). Sin embargo, ambos tendieron a aumentar después de la eyaculacion
(VPS: 46,7+t2,2cm/sfrentea51,6 +22cm/s; VDF: 41,2+ 27 cm/s frente a46,9 =
2,7cm/s; p=0,077 para ambas variables). El IR no difirié segun el tiempo del
tratamiento (EE: 0,1 £ 0,1; TUMASG: 0,3 + 0,1). Hubo una interaccion significativa entre
las técnicas y el momento (antes o después de la eyaculacion) en larelacion S/ D (P =
0,02). Si bien disminuy6 después de EE (1,18 £ 0,05 vs 1,05 + 0,05; P = 0,02), no hubo
cambios con TUMASG (1,15 £ 0,05 vs 1,20 £ 0,05, ns).
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Tabla 1. Tiempo requerido para la eyaculacidén, nimero de pulsos eléctricos y suma de pulsos*voltaje durante la colecta de semen con
electroeyaculacion (EE) o masaje transrectal de las glandulas sexuales accesorias guiado por ultrasonido (TUMASG) durante la estacion
reproductiva (Experimento 1) y fuera de la estacion reproductiva (Experimento 2) en chivos. El Experimento 1 tambien incluyd el registro
del nimero de vocalizaciones durante cada procedimiento.

Datos brutos Transformacién Datos transformados
EE TUMASG EE TUMASG P

Experimento 1

Tiempo (min) 50£0,9 10,5+0,9 Vx 2,24+0,14 3,21+£0,15 <0,0001

Pulsos 541+29 38+3,0 - - <0,0001

Suma de pulsos*voltage 238,7+20,4 18,3+21,5 Vx 153+0,88 3,4+0,93 <0,0001

Vocalizaciones 36,3+4,8 48+5,0 Vx 569+055 1,83+£0,58 0,0002
Experimento 2

Timpo (min) 6,712 8612 Log (x) 0,77+0,09 0,87 +0,09 ns

Pulsos 53,731 22+3,1 - - <0001

Suma de pulsos*voltage 212,7+ 30,4 11,8+30,4 Log (x) 2,21+0,11 1,000,121 0,0002

Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados * error estandar de la media y datos brutos
normalmente distribuidos o transformados se presentan como media + error estandar de la media; ns: no significativo.
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Tabla 2. Caracteristicas de las muestras de semen fresco colectadas con electroeyaculacién (EE) o masaje transrectal de las glandulas sexuales

accesorias guiado por ultrasonido (TUMASG) durante la estacion reproductiva en chivos.

Datos brutos Transf Datos transformados
EE TUMASG EE TUMASG P
Volumen (uL) 1355,6 £469,1 1986,0+£501,4  Log (X) 3,11+0,10 3,18 +0,11 ns
Concentracion espermatica x108/mL  592,9+232,5  1699,1 + 258,7 1/ x 0,002 +0,0002  0,0008 + 0,0002 0,001
Cantidad total de Espermatozoides 776,4 £ 1427,1 4425,7 +1591,9 1/ x 0,0015 + 0,0002  0,0008 + 0,0002 0,04
(x10°)
Vigor espermatico (0-5) 3,1+05 32+11 - - - ns
Motilidad de masa (0-5) 1,4+£0,7 29%0,7 - - - 0,003
Motilidad espermatica
Porcentaje (%) 889+54 75,0+6,5 - - - ns
Total (x10°) 681,1 +505,8 2796,8 5655  Log (x) 2,80+0,14 3,22+0,15 0,04
Espermatozoides con motilidad
progresiva
Porcentaje (%) 64,0+5,5 48,6 £6,1 - - - ns
Total (x10°) 497,0£320,7 1667,8+358,5 Log (X) 2,65+0,15 3,00+ 0,17 ns
Espermatozoides con membrana
funcional
Porcentaje (%) 67,5+6,0 65,7 £6,3 - - - ns
Total (x10°) 516,6 £582,4 2547,8 +650,2  Log (x) 2,70 £ 0,13 3,17 +0,15 0,02
Espermatozoides con morfologia
normal
Porcentaje (%) 62,3+£2,9 65,9 £ 3,0 - - - ns
Total (x10°) 473,0£690,6  2547,7+771,9 1/ x 0,002 + 0,0004 0,001 + 0,0004 0,02
VCL (um/s) 1195+54 104,9+6,0 - - - ns
VSL (um/s) 775+53 66,0 £ 6,0 - - - ns
VAP (um/s) 90,6 + 6,4 781+72 - - - ns
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AHL (um) 33+0,1 32+0,2 - - - ns

Transf: transformacion; VCL.: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP: velocidad media de trayectoria y ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza; (-): no evaluado. Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados
+ error estandar de la media y datos brutos normalmente distribuidos o transformados se presentan como media * error estandar de la media;
ns: no significativo.

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras de semen descongeladas colectadas con electroeyaculacion (EE) o masaje transrectal guiado por
ultrasonido de las glandulas sexuales accesorias (TUMASG) durante la estacidn reproductiva en chivos.

Datos Brutos Transf Datos Transformados
EE TUMASG EE TUMASG P
Vigor espermatico (0-5) 0,8+0,5 12+11 - - - <0,05
Motilidad espermatica
Porcentaje (%) 20,1+6,4 458+7,1 - - - 0,02
Total (x10°) 131,4 +399,6 1757,6 £446,7  Log (X) 2,02+0,18 2,90+ 0,20 0,01
Espermatozoides con motilidad
progresiva
Porcentaje (%) 78%£55 155+6,1 Arcos 0,24 £ 3,00 5,46 + 3,36 ns
J/(x/100)
Total (x10°) 47,8 +103,7 513,3+116,0 Log (x) 1,37£0,23 2,34 + 0,26 0,01
Espermatozoides con membrana
funcional
Porcentaje (%) 19,7+ 3,0 28,8+ 3,2 - - - 0,01
Total (x10°) 153,2 +460,4 1310,8+5115 Log(x) 2,12 +0,16 2,80 0,17 0,002
Espermatozoides con morfologia
normal

21



Porcentaje (%) 68,2 + 3,4 66,4 + 3,8 - - - ns
Total (x10°) 4553+ 672,1 2523,8 +750,8 1/ x 0,002 + 0,0004 0,001 + 0,001 0,03
VCL (um/s) 486+ 7,0 56,3+ 7,7 - - - ns
VSL (um/s) 26,7+4,3 269+48 - - - ns
VAP (um/s) 30,6 £5,1 34,057 - - - ns
AHL (um) 1,9+0,2 2,3+0,2 - - - ns

Transf: transformacién; VCL: velocidad curvilinea; VSL.: velocidad lineal; VAP: velocidad media de trayectoria y ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza; (-): no evaluado. Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados
+ error estdndar de la media y datos brutos normalmente distribuidos o transformados se presentan como media + error estandar de la media;
ns: no significativo
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5.2. Experimento 2

El tiempo necesario para la eyaculacion no se vio afectado por la técnica de coleccion
de semen. El nimero de pulsos eléctricos y la suma de pulsos*voltaje fueron mayores con
EE que con TUMASG (Tabla 1).

5.2.1. Semen fresco y descongelado fuera de estacion reproductiva
El semen fresco y semen descongelado colectado fuera de estacion reproductiva con
TUMASG y EE no se observé ninguna diferencia en las variables (Tabla 4 y 5).

5.3. Criorresistencia del semen

La criorresistencia del semen colectado por TUMASG y EE durante y fuera de la
estacion reproductiva fue evaluada midiendo algunas varaibles que se presentan en la Tabla
6. En el Experimento 1, los espermatozoides colectados con TUMASG tuvieron mayor CR
en el vigor espermatico, en el porcentaje de espermatozoides con motilidad, y de
espermatozoides con motilidad progresiva y tendieron a tener mayor CR en espermatozoides
con integridad de la membrana. En el Experimento 2, no hubo diferencias en la CR de
ninguna variable.
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Tabla 4. Caracteristicas de las muestras de semen fresco colectadas con electroeyaculacion (EE) o masaje transrectal de las glandulas
sexuales accesorias guiado por ultrasonido (TUMASG) fuera de estacion reproductiva en chivos.

Datos brutos Transf Datos transformados
EE TUMASG EE TUMASG P
Volumen (uL) 2199,8 +301,2 1836,8 + 368,6 - ns

37,357,007 33,71+745 ns
57,11 £12,87 47,27 £13,56 ns

Concentracion espermatica (x10%/mL) 2031,1+1188,4 2464,0+29109 /x
Cantidad total de espermatozoides (x10%) ~ 5000,4 + 1847,8 3429,7 +1947,8  /x

Vigor espermatico (0-5) 3,7+05 37+1,3 - - - ns
Motilidad masal (0-5) 2,8+0,5 25+13 - - - ns
Motilidad espermatica

Porcentaje (%) 71,2+54 69,6 £ 5,6 - - - ns

Total (x10°) 2813,1£937,5 1973,7+988,3 Log(x) 2,97x0,33 2,86 £0,33 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva

Porcentaje (%) 479+ 6,6 453+6,6 - - - ns

Total (x10°) 18742 +758,8 1339,7+783,3 Log(x) 2,72+0,37 2,71+0,37 ns
Espermatozoides con membrana funcional

Porcentaje (%) 66,4 £ 6,0 76,4 £6,2 - - - ns

Total (x10°) 3309,1 £1351,7 3010,0+1424,8 Log(x) 2,92+ 0,34 290+0,35 ns
Espermatozoides con morfologia normal

Porcentaje (%) 69,1+ 6,5 68,1+ 6,5 - - - ns

Total (x10°) 3693,8 £ 1485,2 2049,7 £1554,1 Log(x) 2,94+0,36 2,84+0,36 ns
VCL (um/s) 956 £7,5 98,0+6,4 - - - ns
VSL (um/s) 60,8 £ 8,2 68,1+7,1 Vx 8,10 + 0,56 7,65+0,65 ns
VAP (um/s) 65,9+ 8,4 752+7,3 - - - ns
AHL (um) 2,8+£0,2 2,7+0,2 - - - ns

Transf: transformacion; VCL: velocidad curvilinea; VSL.: velocidad lineal; VAP: velocidad media de trayectoria y ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza; (-): no evaluado. Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados
+ error estdndar de la media y datos brutos normalmente distribuidos o transformados se presentan como media + error estandar de la media;
ns: no significativo
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Tabla 5. Caracteristicas de las muestras de semen descongeladas recolectadas con electroeyaculacion (EE) o masaje transrectal guiado por

ultrasonido de las glandulas sexuales accesorias (TUMASG) fuera de estacion reproductiva en chivos.

Datos brutos Transf Datos transformados
EE TUMASG EE TUMASG P
Vigor espermatico (0-5) 09+0,5 194+13 - - - ns
Motilidad espermatica
Porcentaje (%) 20,2 £6,2 16,2+6,5 Arcoseno 0,42 + 0,09 0,39+ 0,09 ns
Vx/100
Total (x10°) 956,3+473,0 761,0+490,0 Log (x) 2,02+0,50 2,02+0,49 ns
Espermatozoides con morilidad progresiva
Porcentaje (%) 479+6,6 453+6,6 - - - ns
Total (x10°) 215,0+222,7  239,7+218,4 - - - ns
Espermatozoides con membrana funcional
Porcentaje (%) 48,0+ 6,5 54,7+6,4 - - - ns
Total (x10°) 2086,8 £945,8 2231,8 +996,9 Log ¢ 2,83%£0,31 2,76 £ 0,32 ns
Espermatozoides con membrana funcional
Porcentaje (%) 71,8+3,2 66,8 + 3,2 - - - ns
Total (x10°) 3740,7 £1498,9 2300,0 +1580,0 Log(x) 2,94+0,36 2,87 £ 0,36 ns
VCL (um/s) 413+6/4 38,2+75 - - - ns
VSL (um/s) 205+7,1 16,9+£8,2 - - - ns
VAP (um/s) 26,0+7,3 214+84 Vx 5,02 +0,30 4,63 + 0,36 ns
AHL (pum) 1,8+£0,2 2,0x£0,2 - - - ns

Transf: transformacion; VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad lineal; VAP: velocidad media de trayectoria y ALH: amplitud del

desplazamiento lateral de la cabeza; (-): no evaluado. Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados
+ error estandar de la media y datos brutos normalmente distribuidos o transformados se presentan como media + error estandar de la media;

ns: no significativo
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Tabla 6. Criorresistencia de muestras de semen colectadas con electroeyaculacion (EE) o masaje transrectal guiado por ultrasonido de las
glandulas sexuales accesorias (TUMASG) durante la estacion reproductiva y fuera de estacion en chivos.

Variable Criorresistancia (estacion reproductiva)  Criorresistancia (fuera de estacion reproductiva)

EE TUMASG P EE TUMASG P

Vigor espermatico (%) 35,0+6,8 61,3+7,5 0,03 43,1+115 49,0+ 13,9 ns

Motilidad espermatica (%) 21,8 +6,0 512+7,2 - 34,0+£9.8 246 +£123 ns

Arcsen \/(_x/100) 0,47+0,07 0,79+£0,08 0,009 0,59 +0,10 0,44 +0,11 ns

Espermatozoides con motilidad progrsiva (%) 135+4,7 28,347 - 10,1 +5,2 12,0+6,9 ns

Arcsen \/@/100) 0,30+0,08 0,55+0,09 0,05 0,13+0,11 0,38 +£0,11 ns

Espermatozoides con membrana funcional 279+7,1 444 +7,6 0,04 74,4 £ 23,3 79,5+ 234 ns
(%)

Espermatozoides con morfologia normal (%) 895+24 923+27 ns 83,2 86,0+ 14,0 ns

Los datos brutos que se transformaron se presentan como media de minimos cuadrados * error estandar de la media y datos brutos
normalmente distribuidos o transformados se presentan como media * error estandar de la media; ns: no significativo.
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6. DISCUSION

El trabajo realizado durante esta tesis mostré en general que el semen fresco y
descongelado colectado durante la estacion reproductiva con TUMASG presenta una
mejor calidad que el colectado con EE, y es mas resistente a los procesos de congelacion-
descongelacion. Esta Tesis aporta nuevos datos sobre la ventajas descritas anteriormente
del TUMASG sobre el bienestar animal (Ungerfeld et al. 2015; Abril-Sanchez et al. 2017)
y demuestra que el semen colectado con TUMASG tiene mejor calidad que el colectado
con EE, especialmente durante la estacion reproductiva. Sin embargo, y considerando que
la facilidad para responder a TUMASG es especifica de la especie (Abril-Sanchez et al.,
2019), antes de asumir las ventajas del TUMASG en forma general, éste trabajo deberia
replicarse en otras especies, y como se demostré en esta Tesis, en diferentes condiciones
(por ejemplo, estaciones). Otro aporte destacable es que aunque TUMASG requiere un
entrenamiento especializado de los técnicos, parece una alternativa muy interesante para
la coleccion de semen en animales no entrenados, en los que no es posible colectar
facilmente con VA o cuando debe evitarse la EE. Por otra parte el uso de ultrasonido para
evaluar el estado de las glandulas sexuales accesorias, especificamente de la ampolla (y
por lo tanto la respuesta a la eyaculacion) es util antes de intentar colectar semen para
evitar estimulos eléctricos innecesarios.

La ventaja de TUMASG sobre la EE en la calidad del semen difirid segun las
estaciones, con mayores ventajas durante estacion reproductiva, pero leves fuera de la
misma. Aunque en esta Tesis la EE se realizo con diferentes equipos en ambas estaciones
y por lo tanto, los resultados no se pueden comparar directamente, la diferencia podria
estar relacionada principalmente con la capacidad de respuesta de las glandulas sexuales
accesorias segun su funciéon normal en cada temporada. En este sentido, el tamafio de las
glandulas sexuales accesorias aumenta durante la estacion reproductiva en la cabra
montés ibérica (Coloma et al. 2011; Santiago-Moreno et al. 2013) y en el venado cola
blanca (Stewart et al. 2018), coincidiendo con las concentraciones maximas de
testosterona. Asi, la mayor concentracion de testosterona durante la estacion reproductiva
puede ser uno de los factores que contribuyen a una mayor sensibilidad a esta técnica que
a la EE. Por lo que el uso de una técnica que estimule directamente su vaciado podria
explicar los mejores resultados. En general, la coleccion de una mayor cantidad de
espermatozoides con mayor resistencia a la congelacién-descongelacion aumenta el
posible impacto de esta técnica, ya que la cantidad de colecciones de semen también
podria reducirse para lograr los mismos resultados.

De acuerdo con Giriboni et al. (2017), los chivos Gabon utilizados en esta Tesis
tienen una concentraciéon maxima de testosterona en otofio, y su actividad reproductiva
aumenta de noviembre a abril (desde finales de primavera hasta mediados de otofio). Por
otro lado, se ha demostrado que la administracién de oxitocina disminuye el tiempo hasta
la eyaculacion en toros sometidos a EE (Palmer et al. 2004). En el mismo sentido, la
administracion de oxitocina antes del procedimiento TUMASG en chivos tendio a
disminuir el tiempo de colecta (Ungerfeld et al. 2016). También Ungerfeld et al. (2016)
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sugirieron que el estimulo recibido sobre las glandulas sexuales accesorias con el masaje
también puede desencadenar la liberacion de enddgena de oxitocina en toros (Sharma et
al 1973; Peeters et al. 1983) favoreciendo el transito de los espermatozoides por los
conductos deferentes. Aunque la sensibilidad estacional del tracto genital a la oxitocina
no se ha estudiado en rumiantes, la expresion de los receptores de oxitocina es mayor
durante la estacidn reproductiva que durante el resto del afio en roedores con reproduccién
estacional (Liu et al. 2019). Los resultados inmunohistoquimicos mostraron que tanto la
oxitocina como sus receptores se encuentran en el citoplasma de células epiteliales y
células de musculo liso dentro del epididimo en estacion reproductiva. Adicionalmente,
varias regiones del aparato reproductor masculino, incluido el epididimo, la tunica
albuginea, y la vesicula seminal tienen receptores de oxitocina (Filippi et al. 2002). Dado
estos antecedentes es posible que TUMASG también desencadene la liberacion de
oxitocina y que sus efectos positivos sobre la calidad del semen al promover el transporte
de los espermatozoides y que por eso sean mAs importantes durante la estacion
reproductiva. Por lo tanto, se puede inferir que un estimulo directo sobre las glandulas
sexuales accesorias tenga mayor impacto positivo en la composicion del eyaculado
durante la estacion reproductiva debido a las diferencias estacionales tanto en su actividad
como en su sensibilidad.

En cuanto a la criopreservacion, durante la estacion reproductiva, el semen
descongelado colectado con TUMASG presento mejor calidad que el semen colectado
con EE, coincidiendo con estudios similares en los que se colectd semen de toros
mediante masaje transrectal (Sarsaifi et al. 2015). Esta mejor calidad del semen
descongelado puede explicarse por la mejor calidad inicial del semen fresco, pero también
por la mayor CR de estas muestras. Dado que se colecté semen de los mismos animales
con ambos métodos, las diferencias principales pueden estar relacionadas con el proceso
de eyaculacion, y probablemente, con diferencias en la composicion del PS inducidas por
el estimulo diferencial recibido por ambos métodos (Sarsaifi et al. 2015) al eliminar la
influencia del individuo. Parece que esta mayor calidad del semen de las muestras
colectadas con TUMASG durante la estacion reproductiva podria estar relacionada
principalmente con una mayor capacidad de respuesta de las glandulas sexuales
accesorias a la estimulacion del masaje durante esta época del afio. Es ampliamente
conocido que la composicién del plasma seminal esta directamente relacionada con la
criorresistencia de los espermatozoides, queda por determinar si las principales ventajas
del uso de TUMASG durante la estacion reproductiva probablemente estén relacionadas
con diferencias en su composicion. En efecto, la composicion del PS es una de las
principales determinantes de la eficacia de la criopreservacion, especialmente mejorando
la criorresistencia del semen (Soleihavoup et al. 2014). La interaccion del PS con los
espermatozoides induce cambios en el metabolismo, union de proteinas seminales a la
superficie de los espermatozoides y remodelacion de su membrana plasmatica. Aunque
no se puede demostrar sin analizar la composicion del PS, estos resultados indican que su
composicion o proporcion en sus componentes difiere segun el método de colecta
empleado, probablemente debido a diferencias en la intensidad de la estimulacién de las
vesiculas seminales, prostata, glandula bulbouretral y ampolla del conducto deferente,
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modificando los componentes del PS, y por lo tanto, la capacidad del semen para
sobrevivir al procesos de congelacion-descongelacion.

Existen escasos estudios hemodinamicos de las glandulas sexuales accesorias en
pequefios rumiantes como los realizados en esta tesis (Camela et al. 2017). Hasta el
momento, no se han publicado resultados en chivos sobre las variables analizadas en este
estudio. Tanto VPS y VDF de la rama de los conductos deferentes a la glandula vesicular
tendieron a aumentar después de la eyaculacidn, tanto por la coleccion con TUMASG
como por EE, lo que sugiere que el proceso de eyaculacion promovi6 un aumento de la
perfusion sanguinea de la glandula vesicular. Estos hallazgos son consistentes con los de
Alonge et al. (2018) y Keener et al. (2000) quienes observaron aumentos en el flujo
vascular de la préstata despues de la eyaculacion en perros y hombres, respectivamente.
Nuestros resultados en esta Tesis muestran que la relacion S/D disminuyo después de la
coleccion seminal cuando se realizd con EE. La disminucion de la relacion S/D revela
que hubo un mayor aumento en el flujo sanguineo de la glandula vesicular cuando el
semen fue colectado por EE que cuando fue colectado por TUMASG, lo que podria ser
consecuencia de un mayor flujo promovido por las contracciones musculares focalizadas.
También debe considerarse que el S/D tiene una correlacion negativa con cambios en
frecuencia cardiaca, los cambios en la frecuencia cardiaca pueden alterar la forma de la
onda de flujo y causar cambios significativos en los valores de los indices vasculares
(Maulik, 2005). En este sentido, una de las respuestas que se destaca con el uso de EE es
el aumento de la frecuencia cardiaca debido al estres y posiblemente al dolor (Abril-
Sanchez et al. 2019). Por tanto, este resultado refuerza el concepto de que la EE induce
una mayor respuesta al estrés y/o al dolor que TUMASG.

Otro de las observaciones destacables durante el desarrollo de la tesis es que en
ambas estaciones TUMASG implico el uso de menos pulsos eléctricos, con menor
voltaje, induciendo también menos vocalizaciones en la estacion reproductiva. Este
resultado que muestra que el uso de TUMASG evit6 o disminuy6 el uso de pulsos
eléctricos nos permite proponer que esta puede ser una técnica alternativa practica para
la coleccion de semen que ofrece ventajas desde el punto de vista del BA y por lo tanto
es una opcion de gran relevancia que permite colectar semen de buena calidad en chivos,
ya sea fresco o para conservarlo.

Finalmente encontramos que los espermatozoides colectados con TUMASG
durante la estacion reproductiva presentaron mejor calidad, y resistieron en mayor medida
los procesos de congelacion-descongelaciéon. Aunque estas diferencias fueron claras
durante la estacion reproductiva, solo hubo diferencias leves fuera de la estacion
reproductiva. Ademas, si la cantidad y calidad de semen necesaria no limita su uso (como
puede suceder cuando se utiliza semen fresco para 1A), TUMASG podria ser la técnica
de eleccion ya que permite obtener suficiente cantidad de semen de buena calidad con
menos efectos negativos sobre el BA. Por lo tanto, el semen colectado con TUMASG es
de calidad similar al colectado con EE, y en estacion reproductiva puede ser
efectivamente congelado y/o utilizado eficazmente como alternativa a la EE.
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7. CONCLUSIONES

o El semen colectado durante la estacion reproductiva mediante TUMASG tuvo
mayor calidad, tanto en el fresco como tras el proceso de congelacion-descongelacion,
presentando mayor criorresistencia que el colectado mediante EE en chivos.

o Fuera de la estacion reproductiva, la calidad de semen colectado mediante
TUMASG solo tuvo ventajas leves con respecto a la calidad del semen colectado
mediante EE en chivos.

o El TUMASG parece ser un método muy adecuado para colectar semen durante
la estacion reproductiva y fuera de la misma para usarlo fresco o para preservarlo con
menos efectos negativos sobre el bienestar animal en chivos.

o La disminucion de la relacion S/D obtenida revela que hubo un mayor aumento
en el flujo sanguineo de la glandula vesicular cuando el semen fue colectado por EE que
cuando fue colectado por TUMASG. Por tanto, este resultado refuerza el concepto de que
la EE induce una mayor respuesta al estrés y/o al dolor que TUMASG.

o El TUMASG utilizado en chivos durante la estacién reproductiva provee de un
semen con mayor criorresistencia del mismo. Asimismo, fuera de estacion reproductiva
la calidad de este no presenta desventajas con respecto a la EE. Como punto a destacar,
el uso del TUMASG tiene promisorias ventajas en términos de bienestar animal.
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Abstract

The cryoresistance of bucks’ semen collected by transrectal ultrasound-guided massage
of the accessory sex glands (TUMASG) and electroejaculation (EE) was compared
during the breeding season (Study 1) or the late non-breeding season (Study 2). Semen
was collected from 10 Gabon bucks with both methods in each season and then frozen
according to a standardized protocol. The time required for ejaculation, the number of
electrical pulses applied, the sum of the electrical pulses applied*voltage and the total
number of vocalizations emitted during the collection by each animal were recorded. In
Study 1, TUMASG required a longer time (P = 0.0006) but fewer electrical pulses and a
lower sum of pulses*voltage than EE (P < 0.0001 for both comparisons). Bucks
vocalized fewer times during TUMASG than during EE (P < 0001). Semen collected
with TUMASG had greater sperm concentration, sperm mass motility, total number of
motile sperm and of sperm with progressive motility, and tended to have greater total
number of sperm with functional membrane than semen collected with EE (P = 0.02; P
=0.003; P=0.02; P =0.02; P = 0.06, respectively). After the freezing-thawing process,
sperm collected with TUMASG had a greater quality of the motility, a total number of
motile sperm and sperm with progressive motility, a greater percentage of motile sperm
and sperm with functional membrane, and tended to have a greater total number of
sperm with normal morphology than semen collected with EE (P =0.04; P=0.04; P =
0.03; P=0.02; P =0.04; P = 0.06, respectively). In Study 1 sperm collected with
TUMASG had greater cryoresistance for almost all the variables considered than when
it was collected with EE. In Study 2, the number of electrical pulses and the sum of
pulses*voltage were greater with EE than with TUMASG (P < 0001; P = 0.0002,
respectively). There were no differences in any sperm variable in fresh or thawed
samples collected with TUMASG or EE. However, the other seminal characteristics
evaluated did not differ according to the method, and there were no differences in the
cryoresistance of any variable. Overall, TUMASG affected animal welfare less than EE
and was suitable for collecting semen of good quality with high cryoresistance during
the breeding season in bucks, with slight advantages compared to EE during the non-
breeding season.

Keywords: semen collection, sperm freezability, animal welfare, ruminants.
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1. Introduction

There are several techniques to collect semen, but the method should be chosen
considering if the technique used affect sperm quality, an effect that may differ in
accordance to the species [1, 2]. The semen collection technique most frequently used in
domestic small ruminants is the artificial vagina, but when males are untrained or
outside the breeding season semen cannot always be collected. In these situations, the
most frequently used technique is electroejaculation (EE) (see review: [3]). However,
EE has negative effects on animal welfare: it induces increases in serum cortisol
concentration, rectal temperature, pulse, respiratory and heart rates, as well as
modifications in hematological and biochemical variables indicative of the stress
response [4,5]. An alternative technique to collect semen recently developed is the
transrectal ultrasound-guided massage of the accessory sex glands (TUMASG) [2, 4, 6].
In general, TUMASG requires few or even no electrical pulses to achieve ejaculation,
inducing a lower stress response and probably less pain than EE [2] and therefore would
be less aversive for the animals. In effect, Abril-Sanchez et al. [4] observed that
TUMASG is less stressful and probably less painful than EE and does not affect semen
quality, although its effectiveness varies among species. On the other hand, one
advantage of EE is the easiness of its application.

The techniques used to collect semen should stimulate ejaculation, including the
stimulation of the accessory sex glands. According to the intensity of this stimulation,
the relative contribution of each gland can modify the quantity, composition, and
quality of the seminal plasma. These differences might be partially explained by the
differences in the stimulus received since transrectal massage occurs in a localized area
of the rectum and the EE implies an intense muscle contraction in the pelvic region [2].

In this sense, thawed semen of bulls collected by transrectal massage had better sperm
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quality than that collected by EE during the reproductive season in bulls [7] probably
related to differences in seminal plasma quantity and composition. In this context, it
should be considered that the composition of the seminal plasma has a crucial role in
many sperm functions. In effect, the composition of the seminal plasma directly affects
sperm motility [8] and viability during and after cryopreservation [9], and pregnancy
outcomes [10,11]. Moreover, the activity of the accessory sex glands increases during
the breeding season [12], so the relative contribution of the glands to the ejaculate, and
the possible consequences of using one or other technique on sperm quality might also
differ if semen is collected during the breeding or the non-breeding season.

Blood flow parameters of the testicular artery or the internal iliac arteries, as resistance
to blood flow (index resistance, IR) and pulsatility index (P1) are important predictors of
semen quality [13], including, sperm concentration and motility [14]. As the accessory
sex glands contribute to the production of the liquids that constitute the seminal plasma
[15], its hemodynamic is also probably related with sperm quality. Therefore, how
intensively the different semen collection procedures stimulate the blood flow perfusion
of the accessory sex glands could clarify the relationship of the procedure and with
sperm quality.

Considering all this information, the possible advantages of TUMASG may be related
not only to animal welfare, but might also enhance sperm quality, including its’
cryoresistance. Thus, the aims of this study were 1): compare the fresh semen quality
and cryoresistance of semen collected with TUMASG with the aid of EE or EE during
the breeding and the non-breeding season in adult bucks and 2) compare the blood flow
in the branch of the deferent artery during collection with those techniques during the

breeding season.
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2. Materials and Methods
2.1. Animals and handling

All the procedures were approved by the Comision de Etica en el Uso de
Animales (Ethical Committee) (CEUA) of the Facultad de Veterinaria (Universidad de
la Republica, Uruguay). The studies were performed at the Facultad de Veterinaria,
Montevideo, Uruguay (35° S, Montevideo, Uruguay) with 10 adult Gabon bucks [36.9 +
1.7 kg (mean = SEM)], a breed that has been used in similar previous studies related to
the development of TUMASG [2, 4, 5, 16] and in which seasonal pattern in this location
has been described [17]. Study 1 was performed during the breeding season (March,
autumn in the SH), and Study 2 during the late non-breeding season (October, spring in
the SH). All the animals used in these studies were previously submitted several times
to both techniques, EE and TUMASG. Before the start of the experiment, semen was
collected from all males to ensure the removal of aged sperm reserves.
2.2. Experimental design and general procedures

In each Study, semen was collected with TUMASG in five animals, and with EE
in the other five. Two days later, each procedure was applied to the other five animals,
so overall, semen was collected from all the animals with both techniques, in an
overcrossing design. As due to availability of the equipment, the electroejaculator (and
the probe) used during the breeding and the non-breeding seasons differed (see section
2.3), both Studies were considered as independent experiments. During semen
collection, the time required for ejaculation and the total number of electrical pulses
applied were recorded. Also, the sum of pulses*voltage was calculated. In Study 1 the
number of vocalizations was also recorded.

2.3. EE and TUMASG procedures
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The EE in Study 1 was performed using an automatic electroejaculator equipment
with a 16 x 2.5 cm probe, equipped with three longitudinal electrodes (ePORVAC,
model 325, Argentina). When the probe was inserted and located in its’ place, an
increasing voltage was applied to start with electrical pulses of 2 V, increasing 1 V until
every 10 pulses. The probe was not moved, so no massage was applied. Each pulse
lasted 2-3 s, with intervals of 2 s between them. In Experiment 2, EE was performed
with an equipment provided with a probe of 30 cm length x 1.5 cm width, with 1 cm
ring electrodes (Fuhijira Industry, Tokyo, Japan), covered with duct tape on the upper
side to avoid stimulating the dorsal region of the animal. The bucks were stimulated
with 10 pulses of 2 V, increasing 1 V in each series of 10 pulses, until ejaculation. The
equipment had manual control of pulses, which were applied for 2 to 3 s alternated with
rest periods of approximately 2 s.

The TUMASG procedure was previously described by Santiago-Moreno et al. [6].
In each Study, the TUMASG was performed always by the same operator. Briefly, the
bulbourethral glands, seminal vesicles, and ampullae were observed by real-time
transrectal ultrasound using a 7.5 MHz linear array probe (United Imaging, 1UStar 160
Vet model, Ukraine). The probe was also used to massage vigorously in the ampullae,
using a back and forth movement to promote the expulsion of the sperm. The procedure
was repeated several times until ejaculation occurred. If the animal did not ejaculate,
one or two electrical pulses of 4 to 7 V were applied during 3 s, followed again by the
massage with the ultrasound probe. The process was monitored by ultrasound of the
ampullae, verifying that glands were empty. All bucks ejaculated when were subjected
to each of the techniques and to ensure that the semen samples were not contaminated
with dirt, the penis was exteriorized before the start of the collection either by

TUMASG or EE. No animal urinated during semen collection using TUMASG or EE,
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2.4 Doppler ultrasound

According to Schaffer et al. [18], ultrasound may be used to monitor different
seminal collection techniques. Through spectral Doppler ultrasonography of the iliac
artery in rams [14], it is possible to detect the physiological status and hemodynamic
characteristics of the male reproductive system, such as accessory sex glands. Thus,
Doppler ultrasound evaluation was performed with the same equipment that TUMASG
procedure in Study 1, before and after the application of the procedures. The bucks were
restrained in a quadrupedal position and transrectal ultrasound was performed
immediately after semen collection where the seminal vesicle was examined by the
vascular indices of the branch of the deferent artery [19] to the vesicular gland using
spectral Doppler ultrasound, such as peak systolic velocity (PSV), end-diastolic velocity
(EDV), pulsatility index (PI), resistive index (RI1) and systole/diastole relationship
(S/D). For this, the caliper was placed into the lumen of the artery, and the angle of
insonation was adjusted to <60°. All the vascular indices were determined
automatically.
2.5. Seminal evaluation, freezing, and thawing

The samples were collected in both procedures and Studies directly in glass cups
tempered at 37 °C and rapidly transported to the lab. The ejaculated volume and sperm
mass motility were determined in fresh semen (stage 1). The quality of motility was
determined subjectively, and the percentages of motile sperm and sperm with
progressive motility, the curvilinear speed (VCL), the linear speed (VSL), the average
path speed (VAP), and the amplitude of lateral head displacement (ALH) were
determined objectively using a specific software [Integrated Semen Analysis System
(ISAS, Valencia, Spain)]. Kinetics variables were determined in a minimum of 4 fields

and 400 sperm tracks (image acquisition rate 25 frames/s). Finally, sperm concentration
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was determined with a Neubauer chamber, and the percentages of morphologically
normal sperm and sperm with normal acrosome were determined [20]. The functional
integrity of the sperm membrane was evaluated after 15 min of incubation in a hypo-
osmotic medium test (HOST) [21]. The total number of sperm ejaculated was calculated
as volume X concentration, and the total number of motile sperm, sperm with
progressive motility, sperm with functional membrane, sperm with normal morphology,
and sperm with normal acrosome in the ejaculate was calculated multiplying the total
number of sperm ejaculated X the percentage of sperm with each characteristic.

Semen was frozen in 0.5 mL straws with a total of 50 million sperm after adding a
commercial semen extender (Andromed, Minitube, Tienfenbach, Germany) according
to a freezing protocol previously used in the same lab [22]. After adding the extender
(stage 2), the samples were placed in a container with water at 20 °C, which was placed
into a refrigerator until reaching 5 °C (cooling curve of approximately 90 min, 1.7
°C/min). Subsequently, the quality of motility was determined subjectively, and
percentages of motile sperm and sperm with progressive motility, VCL, VSL and VAP,
ALH were determined objectively by ISAS. Then, the straws were placed in nitrogen
vapors (5 cm above the nitrogen surface in a cryogenic storage box, approximately -120
°C) for 10 min (11.5 °C/min) before immersing them in liquid nitrogen (-196 °C). The
samples were stored at -196 °C for 6 weeks and then thawed (stage 3) in a water bath at
37 °C for 30 s. Again, the percentages of motile sperm and sperm with progressive
motility, VCL, VSL, VAP, and ALH were also determined. The percentages of sperm
with normal morphology and acrosome, and with the functional integrity of the
membrane were also determined in thawed samples.

A cryoresistance index (CR) was calculated for each variable recorded in thawed

semen (except for kinetics variables) such as CR = (thawed semen/fresh semen) x100.
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2.6. Statistical analysis

Normal distribution of data was tested with the Shapiro-Wilk test, and adequate
transformations were applied when data were not normally distributed before analyzed.
Each transformation is presented in the corresponding Tables, in which both, the raw
and the transformed data, are included. All the procedures and sperm variables that were
normally distributed, or normalized with adequate transformations, were compared
between treatments with a mixed model (proc mixed; SAS, University Edition),
including the collection technique as the main effect and the day of collection as a
random effect. Doppler variables were compared with a mixed model, including the
collection technique as the main effect, the time (before and after semen collection) as a
repeated measure, and the interaction between treatment and time. The data that could
not be normalized (sperm quality and sperm mass motility) were compared with the
Wilcoxon test. Raw data that were transformed are presented as mean + SEM, and raw
data normally distributed or transformed data are presented as LSmeans £ SEM. Mean
differences were considered significant when there was a P < 0.05, and tendencies for

differences when was 0.05 <P <0.1.
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3. Results
3.1. Experiment 1

The TUMASG required a longer time, but less electrical pulses and sum of
pulses*voltage than EE. Bucks vocalized fewer times during TUMASG than during EE
(Table 1).
3.1.2. Fresh and thawed sperm during the breeding season

Semen collected with TUMASG had greater sperm concentration, sperm mass
motility, a total number of ejaculated sperm ejaculated, motile sperm ejaculated, of
sperm with functional membrane ejaculated, and sperm with normal morphology
ejaculated (Table 2). After the freezing-thawing process, sperm collected with
TUMASG had a greater quality of motility, greater percentages of motile sperm and
sperm with functional membrane, a total number of motile sperm, of sperm with
progressive motility, sperm with functional membrane, and sperm with normal
morphology (Table 3).
3.1.3. Doppler evaluation

The VPS and the VDF did not differ according to the technique (VPS: 48.7 + 2.5
cm/s vs 49.6 + 2.6 cm/s; VDF: 44.3 + 3.1 cm/s vs 43.8 + 3.3 cm/s for EE and TUMASG
respectively). However, both tended to increase after ejaculation (VPS: 46.7 + 2.2 cm/s
vs 51.6 £ 2.2 cm/s; VDF: 41.2 + 2.7 cm/s vs 46.9 £ 2.7 cm/s; P = 0.077 for both
variables). The RI did not differ according to the treatment or moment (EE: 0.1 + 0.1;
TUMASG: 0.3 £ 0.1). There was a significant interaction between the techniques and
the moment (before or after ejaculation) in the S/D ratio (P = 0.02): while it decreased
after EE (1.18 £ 0.05 vs 1.05 £ 0.05; P = 0.02), there were no changes with TUMASG
(1.15 + 0.05 vs 1.20 + 0.05, ns).

3.2. Experiment 2
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The time required for ejaculation was not affected by the technique. The number
of electrical pulses and the sum of pulses*voltage were greater with EE than with
TUMASG (Table 1).

3.2.1. Fresh semen and thawed semen during the late non-breeding season

There were no differences in any sperm variable in fresh or thawed samples
collected with TUMASG or EE (Tables 4 and 5).
3.3. Cryoresistance of semen

Cryoresistance of the semen collected by TUMASG and EE during the breeding
season and the non-breeding season is presented in Table 6. In Study 1 (breeding
season), sperm collected with TUMASG had greater CR of quality of motility,
percentages of motile sperm, and sperm with progressive motility, and sperm with
functional membrane. In Study 2 (non-breeding season), there were no differences in

the CR of any variable.
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4. Discussion

In general, fresh and thawed semen collected during the breeding season with
TUMASG had better quality than that collected with EE and was more resistant to the
freezing-thawing processes. This study expands the advantages of TUMASG on animal
welfare [2, 4] to the sperm quality, especially during the breeding season, when it
reached great differences compared to the sperm collected with EE. However, and
considering that the easiness in responding to TUMASG is species-specific (see review:
[3]), before assuming the advantages of TUMASG, it should be tested in other species
and breeds, and as it was shown by this study, in different conditions (e.g., seasons).
Although TUMASG has the disadvantage that it must be performed by a skilled
technician, requires longer time and the use of an ultrasound equipment, the advantages
in animal welfare and sperm quality offers an interesting alternative technique to EE
when artificial vagina cannot be used.

The advantage of TUMASG compared with EE in semen quality differed
according to the seasons, with great advantages during the breeding season, but slight
ones during the non-breeding season. It seems that this greater semen quality of samples
collected with TUMASG during the breeding season might be mainly related to greater
responsiveness of the accessory sex glands to massage stimulation during this time of
the year. It is widely known that the seminal plasma composition is directly related to
sperm cryoresistance, it remains to be determined if the main advantages of the use of
TUMASG during the breeding season is probably related to differences in its’
composition. The size of the accessory sex glands increases during the breeding season
in Iberian ibex [6, 14] and white-tailed deer [23], coinciding with the maximum
testosterone concentrations, so the use of a technique that directly stimulates emptying

them could explain the better results. Overall, the collection of greater number of sperm
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with greater resistance to freezing-thawing increases the possible impact of this
technique, as the number of sperm collections could also be reduced to achieve the same
results,

The greater testosterone concentration during the breeding season may be one of
the factors contributing to the greater sensitivity to this technique than to EE. In our
location, Gabon bucks have maximum concentration of testosterone, and their
reproductive activity increases from November to April (from late spring to mid-
autumn) [17]. In addition, Ungerfeld et al. [16] suggested that the stimulus received on
the accessory sex glands with the massage may also trigger the release of endogenous
oxytocin as it occurs during transrectal massage in bulls [24-25], favoring a greater
transit of sperm through the ampullae. Although to the best of our knowledge the
seasonal sensitivity of the genital tract to oxytocin has not been studied in ruminants,
the expression of oxytocin receptors is greater during the breeding season than during
the rest of the year in seasonal rodents [26]. Additionally, several regions of the male
reproductive tract, including the epididymis, tunica albuginea, and seminal vesicle has
oxytocin receptors [27]. Therefore, it is possible that TUMASG also triggered the
release of oxytocin hormone that promotes ejaculation (see review: [3]), with possible
greater effects during the breeding season. Overall, it may be inferred that a direct
stimulus on the accessory sex glands has a greater positive impact on the composition of
the ejaculate during the breeding season due to the differences in the activity of the
accessory sex glands.

Hemodynamics studies of accessory sex glands of small ruminants are scarce
[14]. Given this, the results of this study may contribute to the investigation of the
physiology of the male reproductive organs, increasing the predictive value and

sensitivity of ultrasound assessments to determine fertility [28] In this study, the VPS
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and VDF of the branch of the ampullae to the vesicular gland tended to increase after
ejaculation, both by collection by TUMASG and by electroejaculation, suggesting that
the ejaculation process promoted an increase of blood perfusion of the vesicular gland.
These findings are consistent with Alonge et al. [28] and Keener et al. [29] who
observed increases in the vascular flow from the prostate after ejaculation in dogs and
men, respectively. In addition, in the present study, the S/D ratio decreased after the
seminal collection by EE, but not with TUMASG, revealing that there was a greater
increase in vesicular gland blood flow when the semen was collected by EE, which
might be a consequence of a greater flow promoted by regional muscular contractions.
It should also be considered that the S/D ratio has a negative correlation with changes in
heart rate, that is, changes in heart rate may alter the shape of the flow wave and cause
significant changes in the values of vascular indexes [30]. In this sense, one of the more
prominent responses to EE is the increase in heart rate due to stress and possibly pain
(see review: [3]). Therefore, this result reinforces the concept that EE induces a greater
response to stress and/or pain than TUMASG.

During the breeding season thawed semen collected with TUMASG had better
quality than semen collected with EE, coinciding with similar results in bulls [7]. This
may be explained by the initial better quality of fresh sperm, but also by the higher CR
of those samples. As sperm was collected from the same animals with both methods, the
main differences may be related to the ejaculation process, and probably, with
differences in the composition of the seminal plasma induced by the differential
stimulus received [7]. In effect, the composition of the seminal plasma is the main
determinant of the effectiveness of cryopreservation, especially enhancing sperm
cryoresistance [9]. The interaction of the seminal plasma with sperm induces metabolic

changes, binding of seminal proteins to the sperm surface, and remodeling membrane
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constituents. Although it cannot be demonstrated without analyzing the seminal plasma
composition, the whole result indicates that it should differ according to the collection
technique, probably due to differences in the intensity of the stimulation of the seminal
vesicles, prostate, bulbourethral gland, and ampulla of ductus deferens, modifying the
components of the seminal plasma, and thus, the sperm ability to survive to the
freezing-thawing processes.

On the other hand, during the non-breeding season, there were fewer differences
in both, the collection procedure and the sperm quality. For example, the time required
for ejaculation was similar with both procedures, which may be explained by the longer
time required by EE during the non-breeding season. Furthermore, in both seasons
TUMASG implied the use of fewer electrical pulses, with lower voltage, inducing also
fewer vocalizations in the breeding season. One possible explanation for the different
results during the breeding and the non-breeding season is the easiness to stimulate the
ejaculation, due to greater sensitivity during the firs. In effect, during the breeding
season bucks have greater testosterone concentration [17], and thus, sensitivity to
respond to stimulus that trigger ejaculation. However, while EE directly stimulates the
nerves involved in the process, TUMASG requires a physiological response, thus, being
limited by the spontaneous sensitivity. The lack of improving sperm cryoresistance
might be related to the seasonal changes in the accessory gland activity [14], so seminal
plasma composition is affected despite stimulating directly the glands. However, as
TUMASG decreased the use of electrical pulses without affecting sperm quality, it
appears a practical alternative technique for semen collection to collect semen also
during the non-breeding season, either for using either fresh or to preserve it.

In conclusion, at least in the conditions of our study, TUMASG is suitable for

collecting semen of good quality in bucks. Indeed, fresh semen collected with
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TUMASG during the breeding season had a greater quality and resisted greater
freezing-thawing processes than semen collected using EE, providing also better thawed

semen.
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Table 1. Time required for ejaculation, number of electrical pulses and the sum of pulses*voltage during semen collection with
electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the accessory sex glands (TUMASG) during the breeding season (Study

1) and late non-breeding season (Study 2) in bucks. Study 1 also includes the number of vocalizations.

Raw data Transformation Transformed data
EE TUMASG EE TUMASG P

Experiment 1

Time (min) 5.0+09 105+0.9 Vx 224+0.14 3.21+0.15 <0.0001

Pulses 54.1+29 3.8+3.0 - - <0.0001

Sum of pulses*voltage 238.7 £ 20.4 18.3+£215 Vx 153+0.88 3.4+£093 <0.0001

Vocalizations 36.3+4.8 48+5.0 Vx 569+055 1.83+0.58 0.0002
Experiment 2

Time (min) 6.7+ 1.2 8.6x1.2 Log (x) 0.77+£0.09 0.87£0.09 ns

Pulses 53.7x+3.1 22+3.1 - - <0001

Sum of pulses*voltage 212.7+30.4 11.8+30.4 Log (x) 221+0.11 1.00+0.11 0.0002

Raw data are presented as mean + SEM, and transformed data are presented as LSmean £ SEM ns: not significant.
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Table 2. Characteristics of fresh semen in samples collected with electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the

accessory sex glands (TUMASG) during the breeding season (Study 1) in bucks.

Raw data Transformation Transformed data
EE TUMASG EE TUMASG P

Volume (uL) 1355.6 + 469.1 1986.0 + 501.4 Log (X) 3.11+0.10 3.18+0.11 ns
Sperm concentration x108/mL 592.9 +£2325 1699.1 + 258.7 1/ x 0.002 + 0.0002 0.0008 + 0.0002 0.001
Total number of sperm (x10°) 776.4 +1427.1 4425.7 £ 1591.9 1/ x 0.0015 + 0.0002 0.0008 + 0.0002 0.04
Quality of motility (0-5) 31+£05 32+x11 - - - ns
Sperm mass motility (0-5) 1.4+0.7 29+0.7 - - - 0.003
Motile Sperm

Percentage (%) 88.9+5.4 75.0+£6.5 - - - ns

Total (x10°) 681.1 +505.8 2796.8 + 565.5 Log (x) 2.80+0.14 3.22+0.15 0.04

Sperm with progressive motility
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Percentage (%) 64.0+5.5 48.6 £6.1 - - - ns
Total (x10°9) 497.0 + 320.7 1667.8 + 358.5 Log (X) 2.65+0.15 3.00+£0.17 ns
Sperm with functional membrane
Percentage (%) 67.5+6.0 65.7 £ 6.3 - - - ns
Total (x10°) 516.6 + 582.4 2547.8 £ 650.2 Log (x) 2.70+0.13 3.17+0.15 0.02
Sperm with normal morphology
Percentage (%) 62.3+£2.9 65.9 + 3.0 - - - ns
Total (x10°) 473.0 £ 690.6 2547.7 £771.9 1/ x 0.002 + 0.0004 0.001 + 0.0004 0.02
VCL (um/s) 119.5+5.4 104.9+ 6.0 - - - ns
VSL (um/s) 775+5.3 66.0 + 6.0 - - - ns
VAP (um/s) 90.6+6.4 78.1+7.2 - - - ns
AHL (um) 3.3+0.1 3.2+0.2 - - - ns

VCL.: curvilinear velocity; VSL.: linear velocity; VAP: average path velocity and ALH: amplitude of lateral head displacement
Raw data are presented as mean £ SEM, and transformed data are presented as LSmean = SEM

ns: not significant.
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Table 3. Characteristics of thawed semen samples collected with electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the

accessory sex glands (TUMASG) during the breeding season (Study 1) in bucks.

Raw data Transformation Transformed data
EE TUMASG EE TUMASG P

Quality of motility (0-5) 0.8+05 12+1.1 - - - <0.05
Motile sperm

Percentage (%) 20.1+6,4 458+7.1 - - - 0.02

Total (x10°) 131.4+399.6 1757.6 +446.7 Log (x) 2.02+0.18 290+ 0.20 0.01
Sperm with progressive motility

Percentage (%) 7.8+£55 155+6.1 Arcsine \/(_x/100) 0.24 £ 3.00 5.46 + 3.36 ns

Total (x10°) 47.8+103.7 513.3%+116.0 Log (x) 1.37+0.23 2.34+0.26 0.01
Sperm with functional membrane

Percentage (%) 19.7+£3.0 28.8£3.2 - - - 0.01

Total (x10°) 153.2 +460.4 1310.8 £511.5 Log (x) 2.12+0.16 2.80+0.17 0.002
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Sperm with normal morphology
Percentage (%)
Total (x10°)

VCL (um/s)

VSL (um/s)

VAP (um/s)

AHL (um)

68.2+3.4

4553+ 672.1

48.6+7.0

26.7+4.3

306 +5.1

19+0.2

66.4 + 3.8

2523.8 £750.8

56.3+7.7

26.9+4.8

340+5.7

23+0.2

1/ x

0.002 + 0.0004

0.001 + 0.001

VCL: curvilinear velocity; VSL: linear velocity; VAP: average path velocity and ALH: amplitude of lateral head displacement

Raw data are presented as mean = SEM, and transformed data are presented as LSmean + SEM

ns: not significant.
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Table 4. Characteristics of fresh semen samples collected with electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the accessory

sex glands (TUMASG) during late non-breeding season (Study 2) in bucks.

Raw data Transformation Transformed data
EE TUMASG EE TUMASG P
Volume (uL) 2199.8 +301.2 1836.8 + 368.6 - - - ns
Sperm concentration (x108/mL)  2031.1 + 1188.4 2464.0 + 2910.9 Vx 37.35+7.07 3371745 ns
Total number of sperm (x10°) 5000.4 £ 1847.8 3429.7 £1947.8 Vx 57.11 £12.87 47.27 +13.56 ns
Quality of motility (0-5) 3.7£05 3.7+13 - - - ns
Sperm mass motility (0-5) 28+0.5 25+13 - - - ns
Motile Sperm
Percentage (%) 71.2+54 69.6 £ 5.6 - - - ns
Total (x10°) 2813.1+937.5 1973.7 £988.3 Log (x) 2.97£0.33 286+0.33 ns
Sperm with progressive motility
Percentage (%) 479+ 6.6 453 +6.6 - - - ns
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Total (x10°) 1874.2 £ 758.8 1339.7 £ 783.3 Log (x) 2.72 £0.37 271+037 ns
Sperm with functional membrane

Percentage (%) 66.4 £ 6.0 76.4£6.2 - - - ns

Total (x10°) 3309.1 +1351.7 3010.0 +1424.8 Log (x) 292+ 0.34 290+0.35 ns

Sperm with normal morphology

Percentage (%) 69.1 £ 6.5 68.1 £ 6.5 - - - ns
Total (x10°) 3693.8 +1485.2 2049.7 £ 1554.1 Log (x) 2.94 +£0.36 284+0.36 ns
VCL (um/s) 95.6 +7.5 98.0 + 6.4 - - - ns
VSL (pm/s) 60.8 + 8.2 68.1+7.1 JVx 8.10+056  7.65+0.65 ns
VAP (um/s) 65.9+8.4 75.2+73 - - - ns
AHL (um) 28%0.2 2.7%0.2 - - - ns

VCL.: curvilinear velocity; VSL: linear velocity; VAP: average path velocity and ALH: amplitude of lateral head displacement
Raw data are presented as mean + SEM, and transformed data are presented as LSmean = SEM

ns: not significant.
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Table 5. Characteristics of thawed semen samples collected with electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the

accessory sex glands (TUMASG) during late non-breeding season (Study 2) in bucks.

Raw data Transformation Transformed data

EE TUMASG EE TUMASG P
Quality of motility (0-5) 09+£05 194 +13 - - - ns
Motile Sperm
Percentage (%) 20.2+6.2 16.2+6.5 Arcosine vx/100  0.42+0.09 0.39 £ 0.09 ns
Total (x10°) 956.3 + 473.0 761.0 + 490.0 Log (x) 2.02+0.50 2.02+0.49 ns
Sperm with progressive motility
Percentage (%) 479 +6.6 453+6.6 - - - ns
Total (x10°) 215.0 £ 222.7 239.7 +£218.4 - - - ns
Sperm with functional membrane
Percentage (%) 48.0£6.5 54.7+6.4 - - - ns
Total (x10°) 2086.8 +945.8 2231.8 +996.9 Log (x) 2.83+0.31 2.76 £0.32 ns

69



Sperm with normal morphology
Percentage (%)

Total (x10°)

VCL (um/s)

VSL (um/s)

VAP (um/s)

AHL (um)

71.8+3.2

3740.7 £ 1498.9

41.3+6.4

205+7.1

26.0+7.3

1.8+0.2

66.8 + 3.2

2300 + 1580.0

38275

16.9+8.2

21.4+8.4

2.0+02

VCL: curvilinear velocity; VSL.: linear velocity; VAP: average path velocity and ALH: amplitude of lateral head displacement

Log (x)

Vx

Raw data are presented as mean £ SEM, and transformed data are presented as LSmean = SEM

ns: not significant.

70

2.94 +0.36

5.02+0.30

2.87 +0.36

4.63 +0.36

ns

ns

ns

ns

ns
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Table 6. Cryoresistance of semen samples collected with electroejaculation (EE) or transrectal ultrasound-guided massage of the accessory sex

glands (TUMASG) during the breeding season (Study 1) and during the non-breeding season (Study 2) in bucks.

Variable Cryoresistance (breeding season) Cryoresistance (non-breeding season)

EE TUMASG P EE TUMASG P

Quality of motility (%) 35.0+6.8 61.3+x75 0.03 43.1+115 49.0 +13.9 ns
Motile sperm (%) 21.8+6.0 51.2+72 - 34.0+9.8 246+12.3 ns
Arcsine /(x/100) 047 +0.07 0.79+0.08 0.009  0.59+0.10 0.44 +0.11 ns
Sperm with progressive motility (%) 135+47 283%4.7 - 10.1+£5.2 12.0£6.9 ns
Arcsen ,/(x/100) 0.30+0.08 0.55+0.09 0.05 0.13+0.11 0.38+0.11 ns
Sperm with functional membrane integrity (%) 27.9+7.1 444+7.6 0.04 74.4 £23.3 79.5+234 ns
Sperm with normal morphology (%) 895+24 923+27 ns 83.2 86.0+£14.0 ns

Raw data are presented as mean £ SEM, and transformed data are presented as LSmean = SEM

ns: not significant.
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