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RESUMEN 

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dos métodos extracción seminal,  

Electroeyaculación (EE) y Vagina Artificial (VA) y de tres diluyentes de congelación de seminal.  Un 

total de 64 eyaculados fueron obtenidos de 4 machos adultos, empleando la EE (8 eyaculados de 4 

machos) o VA (8 eyaculados de 4 machos). Todos los eyaculados fueron evaluados, divididos en 3 

alícuotas y congelados mediante un protocolo estándar empleando los diluyentes comerciales 

AndroMed®, Ovixcell® y Triladyl®. Antes y después de la congelación, se evaluaron la vitalidad 

(mediante Eosina-Nigrosina) y motilidad espermática (mediante análisis espermático asistido por 

computadora - CASA). Aquellos eyaculados recolectados mediante VA presentaron valores 

estadísticamente (P<0,05) superiores para la mayoría de parámetros seminales evaluados: vitalidad 

espermática (Triladyl® 80,08 ± 4,25%); Motilidad (Triladyl® 63,67 ± 8,71%); progresividad 

(Triladyl® 23,8 ± 4,7%); espermatozoides rápidos (Triladyl® 34,24 ± 8,4%) existiendo diferencias 

significativas (P≤0,05). Para los parámetros de velocidad curvilínea (VCL), velocidad rectilínea (VSL), 

velocidad media (VAP), índice de linealidad (LIN), índice de rectitud (STR), índice de oscilación 

(WOB), frecuencia de batido de cabeza (BCF), no existieron  diferencias estadísticas (P≥0,05), solo el 

parámetro de amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH) 

presenta diferencias significativas (P≤0,05). Concluyendo que el método de extracción seminal VA y el 
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diluyente a base de huevo como el Triladyl® presentan los mejores resultados en la criopreservación de 

espermatozoides caprinos.   

 

Palabras claves: espermatozoides, electroeyaculador, vagina artificial, diluyentes, CASA. 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of three seminal means freezing in cryopreservation of 

goat spermatozoa and two seminal extraction Electroejaculation (EE) and Artificial Vagina (VA) and 

three extender methods were evaluated. The total 64 Ejaculates obtained of 4 bucks, with EE (8 

ejaculation of 4 buck) or VA (8 ejaculation of 4 buck). All ejaculates were evaluated, divided into 3 

aliquots and frozen using a standard protocol using commercial extenders AndroMed®, Ovixcell® and 

Triladyl®. Before and after freezing, vitality, sperm motility were evaluated (using eosin Nigrosin) and 

(using computer-assisted sperm analysis - CASA). Those ejaculates collected by VA values statistically 

(P <0.05) higher for most seminal parameters evaluated: sperm vitality (80.08 ± 4.25% Triladyl®); 

Motility (63.67 ± 8.71% Triladyl®); escalation (23.8 ± 4.7% Triladyl®); rapid sperm (34.24 Triladyl® 

± 8.4%) with significant differences (P ≤ 0.05). For the parameters of curvilinear velocity (VCL), 

straight line velocity (VSL), average path velocity (VAP), linearity index (LIN), straightness index 

(STR), oscillation index (WOB), head beat frequency (BCF ), there were no statistical differences 

(P≥0,05), only the parameter mean amplitude of lateral displacement of the sperm head (ALH) differ 

significantly (P ≤ 0.05). Concluding that the method of extraction seminal VA and diluent with egg as 

Triladyl® presented the best results in goat sperm cryopreservation. 

 

Keywords: sperm, electroejaculator, artificial vagina, diluents, CASA. 

 

INTRODUCCIÓN 

La electroeyaculación (EE) es una 

método alterno a la colecta seminal en caprino 

diferente a la vagina artificial (VA). Marco-

Jiménez et al. (2008) observó las diferencias 

entre la calidad espermática y la composición 

seminal entre los dos métodos. Como se conoce 

desde 1962 por los estudios de Mattner y 

Voglmayr, los estímulos eléctricos durante la 

EE estimulan las glándulas accesorias que 

causan un aumento de volumen, lo que resulta 

en una mayor cantidad de plasma seminal. 

Iritani y Nishikawa (1963) encontraron la 

enzima fosfolipasa, en el plasma seminal 

caprino, que cataliza la hidrólisis de los lípidos 

en la yema de huevo de ácidos grasos y 

lisofosfolípidos que son tóxicos para los 

espermatozoides de los caprinos (Sias et al., 

2005; Roof et al., 2012; Jiménez-Rabadan et 

al., 2013). La centrifugación del semen diluido 

y la posterior eliminación del plasma seminal es 

habitualmente realizada para mejorar la calidad 

del semen caprino a la descongelación, 

especialmente cuando se usan diluyentes que 

contienen yema de huevo o leche (Purdy, 

2006). Sin embargo, no todos los estudios 

realizados hasta la fecha describen un efecto 

beneficioso en la centrifugación o lavado del 

semen y, por tanto, las opiniones difieren con 

respecto a la necesidad de retirar el plasma 
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seminal caprino (Azerêdo et al., 2001; Matsas, 

2005; Roof et al., 2012; Konyali et al., 2013; 

Hernández-Corredor et al., 2013).  

 

La evaluación de la motilidad y 

vitalidad de los espermatozoides es un criterio 

esencial en la evaluación de la calidad de una 

muestra de semen antes de su uso para la IA 

(Salamon y Maxwell, 2000; Dorado et al., 

2010). Diferentes autores han encontrado una 

variabilidad en la respuesta de la motilidad 

espermática postdescongelación de acuerdo a 

diferentes factores como: el medio diluyente 

utilizado, protocolo de dilución y congelación y 

el procedimiento de evaluación. Tuli y Holtz 

(1994) en un estudio con semen congelado 

caprino obtuvieron un 25% de motilidad 

espermática postdecongelación. Kozdrowski et 

al. (2007) utilizando Tris con la adicción de 

yema de huevo al 20%, reporto valores de 23%. 

Dorado et al. (2009) reportaron motilidades de 

56,07%. Batista et al. (2011) obtuvieron valores 

de motilidad de 10,5%.  Mientras que Bispo et 

al. (2011) evaluó Tris-yema al 20% y EDTA 

glucosa con un 2,5% de yema de huevo 

obteniendo valores de 58,7 y 61,2%, 

respectivamente.  Naijian et al. (2013) encontró 

valores de 56,60%. Estos estudios previos 

demuestran que los parámetros cinéticos 

obtenidos mediante los sistemas CASA son 

eficaces a la hora de evaluar tanto el efecto del 

proceso de criopreservación como para 

comparar diluyentes (Dorado et al., 2009, 

2010).  

 

Por lo expuesto, el objetivo del presente 

estudio fue examinar los parámetros de 

motilidad y vitalidad espermática de muestras  

seminales criopreservadas de macho, evaluando 

el efecto de dos métodos de extracción seminal 

(EE y VA) y de tres diluyentes  de congelación 

comerciales (AndroMed®, Triladyil® y 

Ovixcell®). 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales y colecta de semen: Se 

utilizaron 4 machos cabríos adultos mestizos, 

con edades entre los 15 y 36 meses de edad y 

de fertilidad conocida. Los animales fueron 

sometidos a un ritmo de recogidas de dos veces 

por semana. En total se recolectaron 64 

eyaculados (16 eyaculados por macho) durante 

un  periodo experimental de tres meses. 

Empleando un electroeyaculador (Electroyac 

5®, Neogen Corporation, Lexinton, KY, USA) 

durante las primeras 4 semanas del estudio y 

una vagina artificial (MINITÜB, 11320, 

Tiefenbach 

Alemania) durante otras 4 semanas. Las 

muestras fueron mantenidas en baño maría a 37 

°C hasta su valoración.  

 

Evaluación y criopreservación de las 

muestras seminales: Inmediantamente tras la 

recogida de semen. Las muestras de esperma fueron 

evaluadas para el  volumen (mL), pH (Método tiras 

reactivas), motilidad masal (%) e individual (%), la 

concentración espermática (spz/ml) y la morfología 

(%). 

 

Tras la evaluación rutinaria, las 

muestras fueron diluidas 1:1 con el diluyente 

comercial y centrifugadas a 800 x g durante 3 

minutos (Centrifuga Dynac III®, Becton 

Dickinson, USA). A continuación, se retiró el 

sobrenadante y el pellet de espermatozoides fue 

re-diluido con los diluyentes comerciales 

Triladyl® (Minitüb GmbH, Tiefenbach, 

Alemania), Ovixcell® (IMV Technologies, 

L´Aigle, Francia) o AndroMed® (Minitüb 

GmbH, Tiefenbach, Alemania). Una vez 

diluidas hasta una concentración final 

aproximada de 50 x106 de espermatozoides/ml, 

las muestras fueron envasadas en pajuelas de 

0,5 ml y refrigeradas a 4°C durante 2 horas. 

Finalmente, las pajuelas de cada tratamiento 

fueron congeladas en vapores de nitrógeno 

líquido, colocándolas a 4 centímetros de la 

superficie del nitrógeno, durante 5 minutos para 
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seguidamente sumergirlas en nitrógeno líquido 

a -196°C.  

 

Análisis objetivo del movimiento 

espermático: Las muestras congeladas fueron 

transportadas al Laboratorio de andrología de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias de la 

Universidad del Zulia (Venezuela) en un tanque 

de nitrógeno líquido (Taylor-Wharton®, XTL3, 

4075 Hamilton Blvd. Theodore, AL 36582), 

donde se procedió a realizar la valoración de los 

parámetros cinéticos mediante el sistema de 

análisis de esperma asistido por ordenador 

(CASA) Sperm Class Analyzer (SCA® versión 

2002, Microptic, Barcelona, España). Se evaluó 

un total de 2 pajuelas por tratamiento, según la 

metodología descrita por Grajales et al. (2011) 

para el macho cabrío, previamente elegidas al 

azar y descongeladas en baño maría a 37ºC 

durante 5 minutos. Las muestras descongeladas 

y evaluadas a una concentración de 50 x106 

espermatozoides/ml y alícuotas (5 µl) de semen 

diluido se depositó en cámaras de un solo uso 

Leja® (20 micras - 4 cámaras, SC-20-01-04-

B,  Netherlands). En cada análisis, un total de 5 

campos microscópicos fueron aleatoriamente 

capturados en 2 gotas, empleando un 

microscopio de contraste de fases negativo 

(Olympus BX40, Olympus Optical Co., Ltda., 

Tokio, Japón) a 100 X.  

 

Los parámetros cinéticos calculados 

fueron: porcentaje de espermatozoides con 

movimiento progresivo (PRO, %), 

concentración de espermatozoides progresivos 

por dosis (spz/ml), velocidad curvilínea (VCL, 

µm/s), velocidad rectilínea (VSL, µm/s), 

velocidad media (VAP, µm/s), índice de 

linealidad (LIN, promedio entre VSL/VCL, %), 

índice de rectitud (STR, promedio entre 

VSL/VAP, %), índice de oscilación (WOB, 

promedio entre, VAP/VCL, %), amplitud media 

del desplazamiento lateral de la cabeza del 

espermatozoide (ALH, µm) y frecuencia de 

entrecruzamiento (BCF, Hz). Estos parámetros 

cinéticos han sido previamente descritos por 

Mortimer (1997). 

 

Valoración de la vitalidad espermática: 

La segunda fracción se procesó con el fin de 

evaluar el porcentaje de espermatozoides vivos 

en cada grupo experimental, empleando la 

tinción vital Eosina-Nigrosina (EN). Un total de 

100 espermatozoides por cada muestra, fueron 

valuados según la metodología descrita por 

Madrid-Bury (2003). 

 

 

 

Análisis estadístico: Los datos fueron 

expresados en medias (±EE). Los tratamientos 

(tipo de recogida de semen y diluyente) fueron 

comparados mediante un análisis de factorial. 

Cuando obtuvimos diferencias significativas 

(P<0,05), las medias fueron comparadas 

mediante la prueba de Duncan. Todos los 

análisis se realizaron con el paquete estadístico 

SAS (Statistical Analysis System, versión 9.1, 

2002). 
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RESULTADOS 

Tabla 1. Interacción entre el método de obtención seminal y los diluyentes para la característica general de vitalidad y motilidad de las 

muestras seminales criopreservadas de caprinos. 

Método de extracción 

seminal Diluyente 

Parámetro (%)/ M ± EE  

Vitalidad Motilidad Progresiva 
No 

progresiva 
Estáticos 

Electroeyaculador 

AndroMed® 61,83±9,03ª 33,06±9,01ª 11,66 ± 4,2a 21,43 ± 4,9 a 66,91 ± 9b 

Triladyl® 64,33±6,74ª 36,52±8,95ª 12,41 ± 4,8a 24,11 ± 4,7ab 63,46 ± 8,9b 

Ovixcell® 45,50±15,04b 19,60±5,59b 5,62 ± 2,1b 14 ± 3,5 a 80,40 ± 5,5c 

Total 59,57±5,26B 
31,86±5,24B 

10,74 ± 2,6B  21,13 ± 2,8A 68,12 ± 5,24B 

Vagina Artificial 

AndroMed® 66,87±4,11b 36,58±5,37b 11,42 ± 2,3b 25,30 ± 3,4 ab 63,03 ± 5,3 b 

Triladyl® 80,08±4,25ª 63,67±8,71ª 23,80 ± 4,7a 39,86 ± 4,5b 36,33 ± 8,7a 

Ovixcell® 66,83±11,64b 48,55±15,55ab 15,96 ± 6,3ab 32,56 ± 9,7b 51,46 ± 15,5b 

Total  72,96±3,62A 51,85±5,88A 18,13 ± 2,8A 33,70 ± 3,3B 48,04 ± 5,87A 

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).   
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Tabla 2. Interacción entre el método de obtención seminal y los diluyentes para la característica general de índices de velocidad de las 

muestras seminales criopreservadas de caprinos. 

Método de 

extracción 

seminal 

Diluyente 

Parámetro / M ± EE 

VCL 

µm/s 

VSL 

µm/s 

VAP 

µm/s 

LIN 

% 

STR 

% 

WOB 

% 

ALH 

µm/s 

BCF 

Hz 

Electro 

Eyaculador 

AndroMed® 76,2 ± 4,4a 38,3 ± 5,5 a 51,3 ± 5,1 a 49,6 ± 6 ab 72,8 ± 5 a 66,8 ± 4,7 a 3,08 ± 0,2 a 8,08 ± 1,3 a 

Triladyl® 72 ± 9,6 a 29,6 ± 4,7 a 44,1 ± 6,6 a 40,1 ± 2,9 b 65,8 ± 2,9 a 60,2 ± 2,4 a 2,54 ± 0,2 ab 5,83 ± 1,05 b 

Ovixcell® 72,1 ± 5,1 a 46,7 ± 12,4 a 53,9 ± 11 a 62,3 ± 14 a 80,7 ± 10 a 72,8 ± 11 a 1,95 ± 0,05 b 5,97 ± 1,7 b 

Total 73,39 A 36,01 A 48,49 A 47,82 A 71,20 A 66,2 A 2,5B 6,5 A 

Vagina Artificial 

AndroMed® 79,3 ± 7,2 a  42,5 ± 3,92 a 54,9 ± 5,6 a 54,4 ± 4,1 a 77,9 ± 3,6 a 69,2 ± 2,8 a 2,96 ± 0,2 a 8,98 ± 0,8 a 

Triladyl® 87,2 ± 3,3 a 39,6 ± 2,82 a 55,9 ± 3,3 a 45 ± 2,1 ab 70,4 ± 1,6 a 63,6 ± 2 a 3.37 ± 0,1 a 8,5 ± 0,5 a 

Ovixcell® 61,7 ± 7,5 a 31,7 ± 5,47 a 42,5 ± 6 a 48,9 ± 7,1 ab 70,7 ± 7,9 a 67,3 ± 3,6 a 2,46 ± 0,1 ab 6,45 ± 1,2 ab 

Total 78,93 A 38,7 A 52,56 A 48,81 A 72,8 A 66,96 A 3,03A 8,18A 

(a, b; A, B): Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).  
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DISCUSION 

Es el primer trabajo donde se compara 

el método de extracción seminal y el efecto de 

tres diluyentes comerciales, en el parámetro de 

motilidad se puede observar como la colecta 

espermática con vagina artificial y el medio 

Triladyl®, superando lo reportado por 

Hernández-Corredor et al. (2013), trabajando 

con AndroMed® y con extracción por EE, a 

pesar que  el uso de medios diluyentes libres de 

proteína animal como el AndroMed® o el 

Ovixcell®, presentan mejor respuesta debido a 

que su contenido de fosfolípidos son derivados 

a partir de extracto de soya y no se va afectados 

los espermatozoides por la fosfolipasas de los 

medios como el Triladyl® que contienen yema 

de huevo y este efecto puede ser más marcada 

en las muestras recogidas por EE. Por lo tanto, 

las muestras de esperma recogidas por este 

método podrían requerir diferentes extensores y 

protocolos de congelación para llevar una 

criopreservación exitosa.  Cuando se trabajó 

con vagina artificial se demostró que los 

medios diluyentes con niveles bajos de proteína 

animal (5% yema de huevo) se comportan 

mejor que los medios con proteína vegetal. 

Jiménez-Rabadan et al. (2013) obtuvo 

motilidades espermáticas excelentes trabajando 

con el diluyente  Biladyl® con un 20% de yema 

de huevo.  

 

En los parámetros de velocidad 

espermática no se encontraron diferencias 

estadísticas significativas entre los diluyentes. 

Según estudios reportan que valores altos para 

VCL y ALH son indicativos de esperma 

hiperactivado (Kathiravan et al., 2010).  Así 

mismo, Hernández-Corredor et al. (2013) 

concluye que estos valores en un diluyente con 

yema de huevo, podría sugerir una tendencia a 

la hiperactivación de los espermatozoides 

caprinos postdescongelados; probablemente 

relacionado por la inclusión de proteínas de 

origen animal. Afirmación que contrasta con lo 

reportado por Januskauskas et al. (2003) al 

evaluar dichos parámetros con semen bovino. 

Según el estudio de Leite et al. (2010) valores 

altos de VSL en diluyentes con lecitina de soya 

y ALH en diluyentes con yema de huevo 

presentan variabilidad en sus valores, debido a 

las diferencias de densidad y viscosidad de los 

diluyentes. Afirmación que se corrobora con los 

valores obtenidos en cada uno de los 

tratamientos evaluados en nuestro estudio.  

 

Según Bravo et al. (2011),  el índice de 

rectitud (STR) define los espermatozoides que 

son considerados progresivos cuando el valor es 

superior a 80%. Para nuestro estudio  los tres 

diluyentes presentaron valores muy similares, 

no existiendo diferencias significativas entre 

ellos (p≥0,05).  

 

Solo en el índice LIN mostro diferencia 

significativas; según el estudio de Cox et al. 

(2006) demostrando que valores mayores a 

50% en espermatozoides evaluados In Vitro 

presentan una excelente migración. Sin 

embargo, para Quintero-Moreno et al. (2003) 

un valor bajo (menor a 50%) para el parámetro 

LIN está correlacionado a la hiperactivación 

espermática.  

 

Los mejores valores de motilidad 

espermática evaluados por el método CASA 

fueron obtenidos para las muestras de material 

seminal caprino en el medio diluyente 

Triladyl® y obtenidas por medio de vagina 

artificial, mostrando una  mejor respuesta al 

proceso de criopreservación, encontrándose que 

la composición del medio diluyente afecta el 

grado respuesta. El método de recolección 

seminal por medio de electroeyaculador puede 

llevar a obtener distintos eyaculados que 

pueden influir en la respuesta de los 

espermatozoides a diferentes procedimientos 

tales como la criopreservación. Los 

espermatozoides obtenidos a través de vagina 

artificial presentaron valores más altos para los 

parámetros de vitalidad y motilidad que las 
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obtenidas por  electroeyaculación. AndroMed® 

y Ovixcell®, no obtuvieron los mejores 

resultados en el presente estudio. Destacando 

que las muestras seminales siempre se 

centrifugaron y de alguna manera esto afecto la 

motilidad espermática al remover el plasma 

seminal.   El semen colectado utilizando vagina 

artificial presentó los  mejores parámetros de 

motilidad y velocidad espermática en 

comparación con el método de electro 

eyaculación. 
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