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ARTicULO DE REVISION

CONGELAMIENTO DE SEMEN DE BURRO (Equus asinus)

FRrReezING oF DonkEY SEMEN (EQuus ASINUS)

I gor Frederico Canissot?, Fernando Andrade Souza®, Jeanny Marlén Ortigoza
Escobar?, Giovanni Ribeiro de Carvalho?*, Mina C. Davies Morel, Erotides
Capistrano da Silvet, José Domingos Guimar des*y Anali LinharesLima®

Por muchas décadas, el desarrollo y utilizacion de la inseminacion artificial en los
équidos, especialmente con semen congelado, estuvo restringido, principalmente, por
imposiciones de | as asoci aciones de criadores. Recientemente, |as legislaciones de cria-
doresde équidos en varios paises se han tornado masflexibles, permitiendo el registro de
productos oriundos de semen congelado. En el Brasil, frente a ese nuevo cambio, la
principal asociacion de criadores de burros (Associagdo Brasileira de Criadores de Ju-
mento P&ga) revisd susconceptosy comenzo apermitir lautilizacion de esta biotecnol ogia
Asimismo, en muchos paises, €l mayor interés en el asno o burro como semental esta
relacionado ala produccion de mulares, pues estos animales son deseables en el medio
rural, debido a que relinen las mejores caracteristicas del burroy del caballo. Los prime-
ros trabaj os en congel amiento de semen de asnos utilizaron dilutores abase de yemade
huevoy glicerol, y ampolletas de vidrio como sistemade envase, basados en lametodo-
logia de congelamiento detoros. Sin embargo, pese al tiempo transcurrido, pocasinves-
tigaciones han sido dirigidas a esta especie, en especial abiotecnologias del semen. En
esta revision de literatura se discuten las principal es técnicas de congelamiento de se-
men de équidos y se describen estudios referentes al congelamiento de semen de la
especie asnal.

Palabras clave: criopreservacion, semen, asnos, burros

ABSTRACT

For decades, the development and use of the artificial insemination in the equine,
especially with frozen semen, was restricted due to impositions of equine breeders
associations that opposed the use of the technique. Recently, these legislations have
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becomemoreflexiblein several countries, alowing theregistration of productsoriginating
from frozen semen. In Brazil, based on these changes, the main donkey breed association
(Brazilian Breeders Association of the Péga Donkeys) revised their concepts and started
to allow the use of this biotechnology. The current interest in many countries for the
donkey sire is the production of mules, because their acceptability as these animals
inherits suitable characteristics of both donkeys and horses. Thefirst reports on donkey
frozen semen used extenders based on egg yolk and glycerol, packed in glass ampoules,
and followed the existing methodology for freezing bull semen. However, despite of the
elapsed time, few research works have been carried out on this species, especialy on
semen. This literature review discussed the main techniques of freezing equine semen
and describes studies on freezing of sperm of asinine species.

Key words: cryopreservation, semen, donkey

Por muitas décadas, o desenvolvimento e utilizagdo da inseminacdo artificial nos
equideos, principa mente com sémen congelado, esteve restrito devido aimposi¢des por
muitas associactes de criadores que ndo permitiam autilizagdo datécnica. Recentemente,
aslegislacdes das associ agdes de criadores de equiideos em diversos paises do mundo se
tornaram maisflexiveis, permitindo o registro de produtos oriundos de sémen congel ado.
No Brasil, frente a essa nova mudanga, a principal associagdo criadores de jumentos
(Associagdo Brasileira de Criadores de Jumento Péga), revisou seus conceitos e passou
apermitir autilizagdo destabiotecnol ogia. Atualmente em muitospaises, o maior interesse
no reprodutor jumento é para a produc@o de muares, pois esses animais séo produtos
bastante desegjaveis no meio rural, devido reunirem as melhores caracteristicas destas
duas espécies. O primeiro trabalho envolvendo o congelamento de sémen de jumentos
utilizaram diluidor a base de gema de ovo, glicerol e ampolas de vidro como sistema de
envase baseados na metodol ogia de congel amento de touros. Contudo, apesar dalonga
datadeinicio dos estudos, poucas pesquisas tém sido direcionadas a espécie, em espe-
cial ahiotecnologias do sémen. Nestarevisao de literatura discute se as principai s técni-
cas de congelamento de sémen de eqiiideos bem como descri¢ado detalhada dos estudos
envolvendo o congelamento de sémen da espécie asinina

Palavras chave: congelamento, sémen, jumentos

puede dejar centenares de descendientes a
lo largo de su vida reproductiva, S es que la
|A es empleada adecuadamente en sus dife-
rentes modalidades (Canisso, 2008).

INTRODUCCION

Las biotecnologias de la reproduccion
son herramientas de gran importanciaa ser-

vicio de la equinocultura mundiad, sendo un Por muchas décadas, € desarrolloy uti-

instrumento directo de mejoramiento
genético. Las ventgjas que ofrece lainsemi-
nacion artificial (IA) son tan vastas que, tal
vez, sea la biotecnologia con mayor impacto
en laproduccion équida, pues un reproductor
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lizacion delal A enloséquidos, principamente
con semen congelado, estuvo limitado por
imposiciones de muchas asociacionesde cria-
dores que no permitian su utilizacién (Samper,
2007). Recientemente, laslegidacionesdelas
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asociaciones de criadores de équidos en di-
versos paises del mundo se han ido flexi-
bilizando, permitiendo € registro de produc-
tos oriundos de esta biotecnologia, originando
un gran impacto en la industria ecuestre, es-
pecid mente en EEUU (Loomis, 2006), Euro-
pa (Aurich y Aurich, 2006) y Brasil (Papa et
al., 2005). Por jemplo, la Asociacién Ameri-
canadel Caballo Cuarto deMillay laAsocia
cion Americana de Paint Horse permitieron
la utilizaciéon del semen congelado a partir del
ano 2000, y edtas dos asociaciones respon-
den por cercade 5.1 millones de caballos re-
gistrados. Es asi que & mercado de semen
congelado de los équidos sevaorizaraanivel
mundia. Asmismo, laprincipa asociacion de
criadores de asnos del Brasil (Associagdo
Brasileira de Criadores de Jumento Péga)
revisd sus conceptos y ya permite la utiliza
Ccion de esta biotecnologia.

Actualmente, en Brasil y en e mundo, €
mayor interés en la crianza del burro como
reproductor es parala produccion de mulares
(Oliveira et al., 2006; Canisso, 2008). Etos
son productos bastante deseables en € medio
rural, pues relinen las mejores caracteristicas
de las dos especies en un Unico anima (San-
tos, 1994). No obstante, en la literatura se
observa un reducido nimero de publicacio-
nes relacionadas con € congelamiento de se-
men de asnos (Vidament et al., 2005, 2008;
Canisso, 2008).

En genera, |los procedimientos utilizados
para € congelamiento de semen de équidos
implican € examen androldgico, colecta de
semen, evaluacion seminal, dilucion,
centrifugacion, desecho del sobrenadante,
resuspension del pellet con el dilutor de
congelamiento, envasado, refrigeracion, esta-
bilizacidn del semen, congelamientoy evalua
cién seminal post descongelado (Papa, 1987).
Hasta el momento no existe un procedimien-
to estandarizado para cada una de estas eta-
pas, de dli que haya mucha variacion entre
los resultados experimentales y |os procedi-
mientos rutinarios de campo (Klug, 1992;
Squires et al., 1999; Vidament, 2005; Aurich
y Aurich, 2006).
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En una encuesta redlizada por Samper
y Morris (1998) con la participacion de Ar-
gentina, Augtralia, Bélgica, Brasil, Canadd,
Francia, Finlandia, Alemania, Italia, Paises
Bajos, Polonia, Sudafrica, Sueciay los Esta
dos Unidos, considerados en € momento de
estudio, paises donde la inseminacion en
équidos con semen congelado era practica
da con mayor relevancia, se encontro 35 re-
comendaciones diferentes entre |os proce-
dimientos. De esta manera, el presente tra-
bajo tuvo por objetivo revisar los principales
aspectos involucrados en la aplicacion de la
congelacion de semen de asnos.

Congelacion de Semen
a) Colecta de Semen

Los mejores resultados se obtienen
cuando € reproductor haagotado sus reser-
vas esperméticas extragonadales, lo cua se
logramediante colectas o cubiertas frecuen-
tes. Esto permite obtener eyaculados homo-
géneos y concentraciones esperméaticas
constantes en los reproductores (Amann y
Pickett, 1987).

Se puede emplear yeguas, burras o
maniquies artificiales (tipo «phantom» o
«dummies») paralacolectade semen, aun-
gue los mejores resultados se han obtenido
con burras (Kreuchauf, 1984) o yeguas en
estro (Canisso et al., 2008). Asmismo, s
prefiereel uso delavaginaartificial, debida-
mente acondicionada (Kenney et al., 1983;
Varner et al., 1991), sn & empleo de lubri-
cacion debido a los potenciaes efectos no-
civos, principalmente osméticos, de los
[ubricantes (Samper, 2007).

Después o durante lacolecta, € semen
debe ser filtrado y lafraccion gelatinosa ser
separada de la fraccion rica en
espermatozoides (Kenney et al., 1983; Papa,
1987; Gastal, 1991). Posterior a la separa-
cién de las fracciones, se redliza la evaua
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cién espermética de forma subjetiva, con €
microscopio de luz, u objetiva a través de
andisscomputarizados (DaviesMorel, 1999).
Enéd caso del andisisobjetivo, € semen debe
s diluido, en tanto que en & andlisis subjeti-
VO se puede redizar sin dilucion, aunque es
deseable que se haga la dilucion para garan-
tizar una adecuada proteccién espermética
contra las variaciones de temperatura am-
biente, y parafacilitar la accion dd antibioti-
co presenteen € dilutor (Varner et al., 1991).

Lasevauacionesderutinautilizadasen
el precongelamiento del semen corresponden
ala motilided total, motilided progresiva, vi-
gor espermético, concentraci dn espermética,
volumen semind singd, y  aspecto semind.
Ademas, se toman muestras para el andlisis
de morfol ogiaespermética (Kreuchauf, 1984;
Davies Morel, 1999; First et al., 2005;
Canisso, 2008).

b) Dilucion y Centrifugacion

El semen y e medio extensor deben
encontrarse a la misma temperatura en el
momento deladilucion (DaviesMord, 1999).
Se puede hacer a37°C s seredizainmedia-
tamente después de la colecta, 0 alos 22 °C
s seredizaun enfriamiento del semen, con-
formea protocolo francés de congelamiento
(Vidament, 2005).

Los dilutores empleados previo a la
centrifugacion del semen varian de acuerdo
a pais. Entre ellos se encuentran la solucién
sacarosaal 11% (Piao et al., 1988), solucion
glucosa EDTA (Martim et al., 1979; Klug,
1992), solucion de lactato de ringer, solucion
de ringer lactato enriquecido con medio
Kenney, medio dilutor de Kenney (Serres et
al., 2002; Canisso, 2008), y losmediosINRA
82, INRA 96, y leche desnatada ultra-pas-
teurizada (Vidament, 2005; Vidament et al.,
2005, 2008). La mayoria son variantes del
diluyente de minima contaminacién propues-
to por Kenney et al. en 1995 (Squireset al.,
1999; Papa et al., 2005; Raphael, 2007).
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Latasa de dilucién semind ha variado
con € tiempo (Amann y Pickett, 1987). No
obstante, en la actualidad os investigadores
y extensionistas concuerdan en utilizar una
parte de semen y una parte de dilutor como
la dilucién mas adecuada (Davies Mordl,
1999; Squires et al., 1999; Arruda, 2000;
Alvarenga, 2002; Papaet al., 2005; Loomis,
2006; Samper et al., 2007; Canisso, 2008).

El semen, una vez diluido, debe ser
centrifugado, a fin de concentrar los
espermatozoides para permitir una segunda
dilucién posterior; y remover parte del plas-
ma seminal que tiene efectos nocivos sobre
la motilidad espermética (Amann y Pickett,
1987).

En la centrifugacion se pueden utilizar
tubos de ensayo graduados con capacidad de
10, 15 6 50 ml, aunque pareciera que los de
10 ml ofrecen mayores ventgjas (Amann y
Pickett, 1987). S bien lacentrifugacion esun
proceso obligatorio parae congelamiento de
semen de équidos, No es un Proceso inocuo
a espermatozoide. La centrifugacion puede
inducir la peroxidacion lipidica de las mem-
branas esperméticas (Raphael, 2007), por lo
que serecomiendafuerzas de centrifugacion
leves (400 a600 g) por 15 minutos (extremos
de 10 a20 minutos) (Amanny Pickett, 1987;
Papa, 1987; Arruda, 2000; Alvarenga, 2002;
Serres et al., 2002; Papaet al., 2005).

Luego de la centrifugacion, en el
sobrenadante seencuentrael plasmaseminal,
el dilutor y algunas pocas células de desca
macién y algunos espermatozoides, mientras
gueenlaporcioninferior seencuentrad pellet
gue es una especie de agregado de
espermatozoides, plasmasemina y dilutor. En
esta fraccidn se encuentracercadel 85% de
los espermatozoides (Papa, 1987; Squires et
al., 1999). El sobrenadante se remueve cui-
dadosamente con una pipeta o equipo adap-
tado, y e semen restante debe ser gentilmente
resuspendido con el diluyente de
congelamiento, através de suaves movimien-
tosdesucciony eyeccion (Varneret al., 1991,
Squires et al., 1999; Canisso et al., 2007).
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¢) Dilucion de Congelamiento y Envasado

La cantidad de dilutor que se afade al
pellet, luego delacentrifugacion, depende de
la concentracion espermética (Loomis, 2006).
Actuamente, se recomienda una tasa de di-
lucion seminal de 200 millones de
espermatozoides/ml (Arruda, 2000; Canisso,
2008). Setienelaexperienciade Nascimento
et al. (2008), quien através de la citometria
de flujo y uso del programa de cémputo
CASA, obtuvo mejores resultados de semen
congelado en pajuelas de 0.5 ml con € uso
de concentraciones de 200 millones versus
100 y 400 millones de espermatozoides/ml.

Los resultados de investigaciones en
congel acion de semen bovino, especialmente
enloreferido al envasado del semen, hansido
usualmente extrapolados a mangjo del se-
men de caballos y burros. Inicidmente, €
semen de équidos fue congelado en ampol letas
de vidrio (Polge y Minotakis, 1964) y poste-
riormente, en la forma de pellets (Merkt et
al., 1975). Al find de la década del 70 se
empled d macrotubo (Martim et al., 1979) y
en algunos paises de Europa oriental se usa-
ron tubos de aluminio (Tischner, 1979). Enla
décadasiguientey hastalaactualidad preva-
lece € uso de la pgjuela francesa de 0.5 ml
(Loomis et al., 1983; Amanny Pickett, 1987,
Arruda et al., 1989a; Alvarenga, 2002,
Loomis, 2006). No obstante, Oliveira et al.
(2006), en un estudio reciente en semen de
burros de la raza Brasilera Péga no encon-
traron diferencias estadisticasentre el uso de
lapgjuelafrancesade 0.5 ml y € macrotubo
de 2.5ml.

La metodologia de envase en pgjuelas
ofrece ventajas adicionales como la
practicidad proporcionadaen € llenado y se-
llado, identificacién permanente, congela
miento homogéneo y su fécil adquisicion
(Arruda et al., 1986).

d) Enfriamiento
El semen debe ser enfriado previo a

proceso de congelacion. Lastasasidealesde
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enfriamiento del semen equino fueron demos-
tradas por Varner et al. (1988), quienes ob-
servaron que las tasas de enfriamiento pue-
den afectar la capacidad de retencion de la
motilidad. No obstante, € enfriamiento tiene
poco o ningun efecto perjudicial sobrelacé-
lula espermética s se utiliza un dilutor ade-
cuado. Latemperatura del semen puede ba-
jar de 37 a20°C sin efectos adversos parala
motilidad (Kayser et al., 1992), pero tempe-
raturas entre 19 y 8 °C son criticas para €
espermatozoide equino (Moran et al., 1992,
Keith, 1998); sin embargo, @ enfriamiento
puede redlizarse rapidamente de 8 a 5 °C
(Moran et al., 1992). No hay informacion
precisa sobre el particular para semen de
burros pero posiblemente puede aplicarse
estos hallazgos.

Entre 8 y 5 °C, la membrana esper-
mética estéd en unafase de transicion del es-
tado liquido cristalino al estado de gel
(Graham, 1996), pudiendo ocurrir un choque
térmico caracterizado por pérdida de
motilidad, fertilidad y movimiento circular
cerrado s no se toman las precauciones ne-
cesarias (Alvarenga, 2002). Ocurren dafnios
en lamembrana plasmética, asi como reduc-
cion del metabolismo de carbohidratos,
desbalance cétio-ionico, pérdidade conteni-
do intracelular como enzimas'y lipidos entre
otros. Asimismo, el acrosoma parece ser
esencialmente afectado por € choque frio,
pudiendo exhibir aumento de volumen o
vesiculacion (Keith, 1998).

Larefrigeracion del semeninduceauna
serie de cambios en lacomposicion y organi-
zacion de labicamada lipidica (Squireset al.,
1999). De este modo, cuando latemperatura
disminuye, el movimiento lateral de los
fosfolipidos setornamasrestringido, exhibien-
do una transicion de la fase fluida para gel
con formacion de arreglos hexagonales
(Watson, 1996). Alteracionesfisico-quimicas
de las membranas esperméticas, causadas
por & enfriamiento, pueden ser irreversibles
como ladisminucién de lafluidez y aumento
en la permesabilidad de la membrana, dafios
acrosomales, liberacion de enzimas y
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fosfolipidos, reduccion en la actividad
metabdlicay end consumo de ATP (Farstad,
1996).

Setiene la experiencia de Furst (2002),
quien desarroll6 un sistema de enfriamiento
artesanal donde se baja la temperatura del
semen de 22 hasta 8 °C durante 35 minutos
(-0.5 °C/min), para luego ser dejado por 25
minutos en la nevera para la estabilizacion
previad inicio del congeamiento. Este mé-
todo hasido utilizado para semen de caballos
delasrazas Breton y MangalargaMarchador,
con buenos resultados de fertilidad (Flrst,
2006).

En e rango de temperatura donde €l
espermatozoide es mas susceptible d cho-
gue térmico, € semen debe ser enfriado gra-
dualmente. Estas tasas de enfriamiento se
agrupan en tres categorias. lentas (<-0.33 °C/
min), medias (-0.33 a-1.0 °C/min), y rgpidas
(>-1.0 °C/min) (Douglas-Hamilton et al.,
1984). Sin embargo, las mejores curvas de
enfriamiento para asnales en semen mante-
nido a5°C, fueron de-0.6 a-1.0 °C/min (San-
tos, 1994).

e) Congelacion

Las células espermaticas son desafia
das a pasar por una fase critica de
congelamiento que ocurre en temperaturas
de -15 a-50 °C (Mazur, 1980). Los cambios
celulares que ocurren durante lacongelacion
no estan asociados a su habilidad de
almacenarse atemperaturas muy bajas, Siho
alosefectos nocivosdel pasgje por tempera-
turas intermedias (-15 a -60 °C), que € es-
permatozoide tiene que atravesar en dos
oportunidades; unadurante € congelamiento
y otra durante e descongelamiento (Squires
et al., 1999). Durante & proceso de congela-
CiOn, unavez se pase por esas temperaturas,
cesala actividad metabdlicay las células se
tornan durmientes.

El espermatozoide a canzaun estado de

anabiogis a encontrarse en nitrogeno liquido
(-196 °C). Esto es debido aque no existe agua
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liquida pasando -130°C, yaque d estado fis-
co del agua esta en la forma de cristales, y
en ese estado laviscosidad es dtay la difu-
S6n précticamente no ocurre; ademés, no hay
energia térmica para una reaccion quimica
(Keith, 1998).

Los protocolos de congelacion no han
establecido una curva ideal de congelacion,
probablemente debido a la composicion
extremamente variable del medio dilutor, y a
lostiposy concentracion delos crioprotectores
(Heitland et al., 1996). En lamayoria de los
protocol os disponibles se describe una curva
de congelamiento répidade-60 a-70 °C/min,
con exposicion delas pguelas en formahori-
zontal sobre una gradilla, a3 cm por encima
del vapor dd nitrégeno liquido (Papa, 1987;
First et al., 2005; Furst, 2006). Pasada esta
fase, e semen se sumerge en € nitrogeno
liquido, donde puede ser a macenado por tiem-
po indeterminado (Squires et al., 1999).
Crigandlli et al. (1985), sin embargo, no en-
contré diferencias significativas en los por-
centajes de motilidad progresiva en
espermatozoides equinos congelados en €
vapor de nitrégeno a una aturade 4 cm ver-
sus a congelamiento en congelador automa-
tico con curvas programadas.

f) Descongelacion

El descongelamiento del semen serea-
liza en bafio maria, a temperaturas que va
rian de acuerdo con € recipiente de envase
utilizado y con la disponibilidad de
equipamiento. Para semen congelado en
pajuelas francesas de 0.5 ml se recomienda
el descongelamiento a 37 °C por 30 segundos
0 a 75 °C por 7 segundos (Arruda, 2000;
Samper et al., 2007). Sin embargo, hay agu-
nos resultados contradi ctorios respecto acual
serialamejor temperaturay tiempo (Davies
Morel, 1999). En este sentido, Furst et al.
(2005), s bien no observaron diferencias en
las motilidades total y progresiva para estas
temperaturasy tiempos, € vigor espermatico
medio fue mgor al descongelar a75 °C por 7
segundos.
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Estudios en Semen de Burros

Aparentemente, € primer trabgjo sobre
congelacion de semen de burros fue rediza-
do por Polge y Minotakis (1964), con un
dilutor a base de yema de huevo y gliceral,
envasando d semen refrigerado en ampolletas
de vidrio, siguiendo lametodol ogia de conge-
lacion del semen bovino. Posteriormente,
Krausey Grove (1967) evaluaron dilutoresa
base de glucosa, lactosay rafinosacon yema
de huevo y glicerol en semen de burros y
caballos, y siguiendo la metodologia del se-
men bovino en pellets (Nagasey Niwa, 1964),
obteniendo motilidades después del
descongelamiento de 50 a 70%, con resulta-
dos de fertilidad muy variables.

Kreuchauf (1984) utilizd lametodologia
de Martim et al. (1979) con un medio dilutor
glucosaryema EDTA y envase en criotubo
aleman de tipo macrotubo de 5 ml, y lacom-
pard con semen almacenado en laformade
pellet, para € cua se empled € dilutor de
Nagase y Graham (1964). Las motilidades
post descongel acién resultantes fueron de 44
+ 7%y 50 £ 10%, respectivamente, sin dife-
rencias estadisticas entre ambas.

En China se ha reportado un programa
de inseminacion artificial de cercade 90,000
yeguas y burras con semen congelado de
potros y burros entre 1982 a 1987, utilizando
un dilutor abase de yemade huevo'y glicerol
(Piao et al., 1988).

En Francia, Trimecheet al. (1996) eva-
luaron € medio INRA 82 (Pamer, 1984)
modificado, en semen de burros Poitou. El
dilutor contenia 2% de yema de huevo de
codorniz y 4% de glicerol, con la adicién de
glutamina en concentraciones de 80, 120 y
240 mM, encontrando unamejorasignificati-
vaen lamotilidad post descongelamiento con
relacion a aumento de la concentracion del
aminoécido. Segun los autores, la glutamina
aumenta la osmolaridad del medio, asi como
en los procesos metabdlicos del espermato-
zoide. La composicion quimica de la yema
de huevo de codornizesmuy smilar alayema
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de huevo de gdllina; no obstante, la primera
posee mayor proporcion de fosfatidilcolinay
menor proporcion de fosfatidiletanolaming,
ademés de mejor indice de écidos grasos
poliinsaturados (Trimeche et al., 1997). Ba
sados en estas diferencias, Trimeche et al.
(1996) utilizaron el medio INRA 82 en €
congelamiento de semen de asnos Poitou,
empleando diferentes concentraciones de
yema de huevo de los dos tipos, encontrando
mejores resultados para e semen congelado
conteniendo 10% de yema de huevo de co-
dorniz.

En untrabgjo posterior, Trimecheet al.
(1998) evauaron cuatro dilutores utilizando
semen de burros Poitou en una concentra-
cion find de 60 x 10° espermatozoides/ml en
pajuelas francesas de 0.5 ml. El dilutor basal
contenia 126.2 mM de glucosa, 4.2 mM
lactosa, 2.5 mM rafinosa, 1 mM decitrato de
sodio, 1.3 mM citrato de potasio, 4% de gli-
cerol, 2% de yemade huevo de codorniz, 83.3
mg de penicilina, 100 mg de gentamicina, 1 L
de leche desnatada'y 1 L de agua destilada,
con una osmolaridad de 288 mOsm/kg. Los
otros dilutores contenian @) € medio basal
con 80 mM de L-glutamina (370 mOsm/kg),
b) medio basal con 10% de yema de huevo
(290 mOsm/kg), y ¢) medio con 80 mM de
L-glutamina'y 10% de yema de huevo (375
mOsnVkg); sendo mejor € Ultimo dilutor (lla
mado T2-94) en términos de integridad de la
membrana espermética y motilidad. Este
dilutor, con o sinlaremocion del glicerol des-
pués de la descongelacion, se evalud en 13
burrasinseminadas diariamente, desde lade-
teccion del foliculo de 30 mm hasta la detec-
cion de la ovulacion. Cuando no se removio
e glicerol ninguna burraquedo prefiada, mien-
tras que cuando fue removido se obtuvo €
38.9% de fertilidad (8/21 ciclos).

Dilutores conteniendo concentraciones
entre 2.5 a 5% de dimetilformamida y
metilacetamida, donde & grupo control con-
tenia 2.5% de glicerol, se evduaron en bu-
rros de la raza espafiola Zamorano-Leonés
(Alvarez et al., 2004). En este estudio se
evalué laintegridad de lamembrana median-
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te la prueba hiposmdética (HOST), y la inte-
gridad del acrosoma por citometria de flujo
con e uso de la sonda fluorescente (FITC-
PSA), encontrandose queladimetilformamida
a 5% presentd |os mejores resultados. Tam-
bién se evalud en lamismarazade burros e
efecto deincubar € semen por 15 minutos a
20037°C, usando 0, 1.5, 20,256 3 mg de
ciclodextrina-glicerol/120 x 1P esperma-
tozoides (Alvarez et al., 2006), y congelando
en d medio dilutor de Martim et al. (1979)
conteniendo 2.5% de glicerol. La evaluacion
del congelamiento se hizo en base a los
parametros anteriores encontrando que la
mejor temperatura para la adicion de
colesterol con uso de ciclodextrinafue de 20
°C, y lamgor concentracion de ciclodextrina:
glicerol fue de 2.0 mg/120 millones de
espermatozoides.

Laconcentracion deglicerol (2.5y 5%)
se evalub en semen de burros Zamorano-
Leonés utilizando € dilutor propuesto por
Martim et al. (1979) y € dilutor propuesto
por Burns (1992), que es unamezcla de pri-
mero con dilutor de minima contaminacion
deKenney et al. (1975) (Serreset al., 2004).
Se determind, mediante e programa CASA,
la integridad acrosomal (FITC-PSA) por
citometria de flujo e integridad de la mem-
brana por medio de HOST, encontrando que
tanto la concentraciéon de 2.5% de gliceral
como en primer dilutor obtuvieron mejores
resultados.

En fechas més recientes, Vidament et
al. (2005) congelaron con éxito semen de
burros Baudet du Poitou con buenos resulta
dos de motilidad, utilizando la técnicafrance-
sa de congelamiento validada por este grupo
(Vidament et al. 2000); sin embargo, los re-
sultados defertilidad en yeguasy burrasfue-
ron bajos. Méas recientemente, este grupo
evalué varias concentraciones de
crioprotectores sobre la fertilidad del semen
congelado de burrosBaudet du Poitou, Grand
Noir du Berry y Pyénéen, empleando lamis-
mametodol ogia, concluyendo quelaatacon-
centracion deglicerol tiene efectos deletéreos
sobre los espermatozoides de asnos, espe-

ciamente cuando lainseminacion artificial se
lleva a cabo previo a la ovulacion. Sin em-
bargo, los autores consideran que puede ha-
ber unaiinteraccion entre € glicerol-dilutor a
base delechey € aparato reproductivo dela
burra (Vidament et al., 2008).

La Experiencia Brasilera

El primer estudio en Brasi| fue descrito
por Viera et al. (1985) con un burro de la
raza Péga. Usaron eyaculados con >300 mi-
llones de espermatozoides por ml, >70% de
motilidad progresiva y <10 de
espermatozoides anormalesy, ademas, € se-
men debia presentar >40% de motilidad pro-
gresiva post descongelacion para ser utilizar
do. El semen fue diluido en lactosaryema-
EDTA vy centrifugado a 1000 g por 5 minu-
tos. Posteriormente, € pellet fue resuspendido
a una concentracion de 250 millones de
espermatozoides por pajudlade 0.5 ml, y con-
gelado. Nueveyeguasfueron inseminadasen
20 celos luego de la ovulacion. El semen se
descongel6 a 75 °C por siete segundos, y
rediluido en 10 ml del mismo medio, usando-
se entre 400 a 500 millones de
espermatozoides con movimiento progresivo.
El semen se depositd en forma intracornual
profunda eipsilateral alaovulacion. Latasa
de concepcidn fina fue de 66.7%; sin em-
bargo, lafertilidad por periodo de celo fue de
30%.

Arruda 'y su equipo de investigadores
trabajaron en ladécada del 80 con semen de
burro de laraza Brasilera, asi como con ca-
ballos Pura Sangre Arabe, utilizando d dilutor
de Martim et al. (1979) y otro a base de
lactosasEDTA-yema de huevo, congelando
el semen en pauelas francesas de 0.5 ml
(Arrudaet al., 1986, 1989a,b). Los resulta:
dos mostraron una motilidad media de 44.3
+11.0%Yy vigor medio de 3.85+ 0.41 (Arruda
et al., 1989a), proponiendo como vaoresidea
les minimos para buenos resultados de
congelamiento concentraciones esperméticas
?300x 10° egpermaozoides'ml, matilidad pro-
gresiva ?70% y patologia espermética total
?25%.
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Por su parte, Silvaet al. (1997) utiliza-
ron burros de laraza nordeste y mestizos, de
3 a 12 afios, diluyendo € semen en medio
glucosaEDTA, centrifugando a 600 g x 10
minutosy resuspendiendo d pellet end dilutor
lactosa-yema propuesto por Martim (Martim
et al., 1979). El semen, con una concentra-
cion de 100 millones de espermatozoides/ml,
fue envasado en macrotubos de 4 ml y en un
tubo rectangular, de tipo crema dental, con
capacidad de 10 ml, sin encontrar diferen-
cias estadisticas entre ellos, con relacion a
motilidad, vigor en la prueba de
termorresistencia por 240 minutos, y através
de la morfologia espermética.

En semen de Péga se compar6 la me-
todologia descrita por Martim et al. (1979)
con una metodol ogia desarrollada por € gru-
po de Papa (Papa et al., 1999) a través del
uso de un dilutor denominado M9H. Este con-
Sstia en una mezcla del dilutor anterior con
adicién del medio propuesto por Kenney
(Kenney et al., 1975) y dd medio de cultivo
celular BME (Basal Medium Eagle). El se-
men fue diluido primeramente con una solu-
cién conteniendo 50% del medio Kenney y
50% de Ringer lactato, centrifugado a600 g
durante cinco minutos y € pellet resultante
fue resuspendido en uno de los dos dilutores
descritos y congelado con 100 millones de
espermatozoides por pajuelafrancesade 0.5
ml. Las pgillas con >50% de moatilidad, re-
tencion de acrosomade 70% y vigor de tres
se usaron para inseminar tres yeguas
Mangalarga, quedando dos yeguas gestantes.

También seevalud d efecto de 10 com-
binaciones de crioprotectores a base de
dimetilsulfoxido, dimetilformamida,
metilformamida, glicerol, dimetilacetamida,
metilformamida, dimetilsulfoxido, vy
etilenoglical (Oliveira, 2006), asi como d efec-
to del macrotubo de 2.5 ml y la pguelafran-
cesade 0.5 ml en semen de asno diluido con
MP 50 (Papa et al., 2002). Se evauo la
motilidad con € andliss objetivo Hamilton
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Thore y se hizo pruebas de microscopia con
fluorescencia. No se encontré diferencias
entre los sistemas de envase en evaluacio-
nes in vitro. La motilidad post desconge-
lamiento para motilidad con el programa
CASA demostr6 que & mejor crioprotector
fue abase de acetamida. Sin embargo, enlas
pruebas de fertilidad, 4 de las 10 yeguas
insemi nadas quedaron gestantes, en tanto que
ninguna de las 53 burras prefio.

Recientemente, Canisso et al. (2007),
agregaron orvus-es-past (OEP) a medio ori-
ginal propuesto por investigadores japoneses
(Nagase y Niwa, 1964) en la proporcion de
0.08 ml de OEP/20 ml de yema de huevo,
comparandolo con € dilutor propuesto por
Martim (Martim et al., 1979) en la congela
cion de semen de burros Péga. Los resulta
dosdefertilidad fueron de 54 y 53%, respec-
tivamente, para cada dilutor en 60 yeguas
Campolina

Consider aciones Finales

El macho asnd es utilizado en varios
paises del mundo como donador de semen,
principalmente, para la produccién de
mulares. El congelamiento de semen puede
ser empleado para maximizar el uso de
reproductores genéticamente superiores para
lainseminacion artificiad de burras, o parala
produccién de mulares de silla o de traccion,
y también para la conservacion de material
genético de razas asnales amenazadas de
extincion.

L as técnicas actuales empleadas en €
congelamiento de semen de burros se basan
en metodologias extrapoladas de manipula
cién de semen de caball os reproductores. El
numero de trabgj os de investigacion emplean-
do semen de burros es muy bajo en lalitera-
tura cientifica; por lo tanto, se hace necesa-
rio una mayor investigacion para el desarro-
llo y mejora de las metodologias de congela-
cion de semen propias para asnaes.
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