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Reproduction The present work describes the difficulty and the different responses of endangered
Technology breeds to reproductive biotechnological techniques. It also explains the situation of
Autochthonous reproductive biotechnology, especially the currently applied aspects, with differing
breeds results in these small populations with respect to the socia environment in which
Artificial they are raised. In these unique settings the technigues ranged from the most smple
insemination and well-known techniques such as artificial insemination, to the most innovative

techniques such as ovum extraction by means of guided suction by ultrasonography
with ovum pick up (OPU). Other reproductive techniques, such as sexing semen
are also mentioned. This last technique has not yet been tested in these endangered
breeds, but it could be useful in near future. Some of the most innovative
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Razas autdctonas techniques have been used successfully by highly regarded scientific teams that
Inseminacion belong to the Murcia University (Spain) as in the case of the obtaining of
artificial transgenic animalsin commercia pigs.

Resumen

En este trabajo se muestran las dificultades y las diferentes respuestas de las razas en peligro de extincién,
exponiendo la situacién de la biotecnologia reproductiva y, en concreto, la parte realmente aplicada, con los
diferentes resultados recogidos en estas pequefias poblaciones, dentro del entorno social donde se desarrollan.
En condiciones muy particulares se estdn aplicando desde las técnicas mas simples y conocidas, como la
inseminacion artificial, hasta las mas novedosas como la obtencién de ovocitos mediante aspiracion guiada por
ecografia. También serén citadas otras técnicas reproductivas, como e sexado de semen, que aungue no han
sido ensayadas en estas razas amenazadas s que podrian ser Utiles en un futuro préximo. Alguna de las més
novedosas ya han sido ensayadas con éxito por equipos de reconocida solvencia cientifica de la universidad de
Murcia, como es el caso de la obtencion de animal es transgénicos en porcinos comercial es.

Introduccion

En & Sudeste espafiol existen una serie de razas fruto de la biodiversidad mantenida durante siglos con el
esfuerzo de ganaderos y criadores locales, y que seguin 1os casos han mantenido y mantienen altas producciones
gue las han hecho famosas. Tal es el caso de la cabra Murciano Granadinay la oveja Segurefia como razas méas
conocidas y expandidas en la actualidad. Pero también se cuenta con razas en peligro de extincién como son la
vaca Murciano Levantina, muy demandada por su capacidad de trabajo en los afios anteriores a la mitad del
siglo XX; e cerdo Chato Murciano portador de una materia prima que generé productos de gran consumo y
responsable de la expansion de la floreciente industria cérnica de sudeste. Otras razas con menos incidencia
econdmica, pero integrante de la biodiversidad del corral, son la gallina Murciana, e pavo Negro del
Mediterraneo y e palomo de Pica o Deportivo Murciano. Ademas, otras razas de ovinos y caprinos
pertenecientes a la cabafia autoctona espafiola presentan buenos rendimientos en las zonas mas feraces de la
geografia murciana cumpliendo funciones de distinto calado en e ambito socioeconémico y medioambiental
(Poto et al., 2000).
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En concreto, las técnicas reproductivas que se utilizan son: Inseminacién artificial en bovino, porcino y aves, la
obtencion de ovocitos en las especies bovina y porcina, la criopreservacion de gametos, principalmente el
gameto masculino, € manego de los embriones tanto in vivo como in Vitro, y la conservacién por frio de
embriones, considerando aspectos de vitrificacién y congelacion. Las metodologias que estén revolucionando
consideraciones sociales por su impacto sobre los aspectos éticos son la clonacion, la obtencion de animales
transgénicos y lainyeccion intracitoplasmética.

1) Inseminacién artificial

La materia prima para la inseminacién artificial debe de partir de animales que presenten todas las condiciones
sanitarias exigidas por lanormativa, pero ademas €l desarrollo corporal, de los 6rganos genitalesy los caracteres
sexuales secundarios ha de estar completado y en armonia con lo que se espera de un buen reproductor. Esto
conlleva un proceso selectivo individual y de conjunto del grupo de animales destinados a ser futuros
reproductores. Este es € primer punto de chogue de la tecnologia en el caso de las razas en peligro de extincion,
especialmente cuando la situacion es critica. En la mayoria de los animales que pertenecen a estas pequefias
poblaciones no se dan las condiciones de seleccion necesarias para ser declarado donante de gametos, y por lo
tanto, estas exigencias deben de ser obviadas a menos que nos olvidemos de la raza. Aceptando como donante
lo Unico y escaso que tenemos. Estos criterios van a ser los primeros limitantes para obtener |os resultados que
sobre €l papel han sido estimados.

Las técnicas de obtencién de gametos masculinos son sobradamente conocidas, habiendo evolucionado desde
los pafios y esponjas colocadas en la vagina de las yeguas, en la época prehistorica de la tecnologia reproductiva
de las tribus sumerias. Egipcios y é&rabes, también idearon métodos con e animo de sustraer gametos
masculinos y, por tanto, la mejora genética 'y selectiva lograda en € ganado de guerra enemigo. Elementos y
recipientes rigidos, de caucho y vidrio, también han sido colocados en la vagina a objeto de recoger € semen
tras la monta natural, como la metodologia de Roemmele (1932) y Dubois (1966). Pero e método mas
comunmente aceptado se debe al método que aplica los criterios de Amantea, conocido como vagina artificial,
elemento que cumple con las exigencias para producir la excitacion en los sementales en cuanto a condiciones
de temperatura, flexibilidad y textura semejantes a las que se producen en condiciones naturales, estimulando
todos los corpulscul os erégenos del pene.

Pero ademas, estos aparatos se han ido adaptando a las condiciones anatébmicas del 6rgano reproductor y al
mantenimiento fisiolégico del semen hasta su preparacién y acondicionamiento para su aplicacion. La capacidad
espermicida de los materidles ha sido estudiada (Martin et al., 1994), desechdndose € laex y otros
componentes, dando paso a toda una tecnol ogia derivada de laindustria del pléstico que mejoralos resultados.
Para eliminar € choque térmico en la recogida semina se ha recurrido a recipientes en vidrio con doble pared
donde se coloca agua atemperada, aunque en aras ala simplicidad solo se recubre y protege todo € conjunto con
una funda en guata que mantiene la temperatura en limites aceptables, disminuyendo la agresion que laluzy la
temperatura externa pueden ocasionar a eyaculado.

En estos casos también existen problemas para cumplir con exactitud e protocolo de recogida seminal. Las
razas en peligro de extincion generalmente estan en manos de criadores poco profesionales con criterios de
tenencia de los animales no coincidentes con las hormas més racionales de conservacién, siendo poco adeptos a
desprenderse de los animales, aln temporamente. Pero si aceptan la aplicacion de estas técnicas en sus
instalaciones, normalmente precarias, con lo que las condiciones en la obtencidn de espermatozoides han de ser
variadas en una adaptacion necesaria alas circunstancias.

En & palomo la extraccién de semen se readliza mediante la aplicacion combinada de estimulos visuaes, la
cercania de una hembra ante la que se representa un comportamiento especifico y permitiendo el intento de
monta, aungue momentos antes de que se realice se aplican al animal una serie de masgjes en el &rea proxima a
los genitales, que excitan al donante hasta que por una suave presion sobre el borde externo de la cloaca propicia
la salida del eyaculado que finalmente es recogido con ayuda de una pipeta (Duchi et al., 2008, 2009 Duchi,
2009). En €l gallo no es necesario la presencia de la hembra pero debe estar bien entrenado y siempre debe de
recibir estimulos y masagjes a todo lo largo del dorso y cola, siguiendo en  momento final |la misma presion
sobre los bordes de la cloaca para que se propulsen los cuerpos félicos y € eyaculado (Poto et al., 20073, b;
Duchi et al., 2008).

Muchos de los animales presentan mejores resultados cuando se prescinde de la vagina artificial, siendo
suficiente la manipulacion con la ayuda de guantes flexibles y finos que transmiten a pene los estimulos de
presion y temperatura de la mano del operario como es e caso del método de recogida semina ideado por
Hancock & Howell en 1959 parala especie porcina.
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Pero existen en todas | as especies un nimero de gjemplares, a veces genéticamente interesantes, que no aceptan
ninguna de estas tecnologias, rechazando la vagina artificial, la mano enguantada o potros con vagina
incorporada, siendo incluso peligroso en la proximidad de los operarios. En estos casos es necesaria la
utilizacion de métodos que burlen esta situacion, como en las especies con eyaculacion lentaen las que se aplica
la monta natural sobre la hembra en celo, extrayendo el pene una vez penetrado en la vagina mediante forzado y
recogida de la parte del eyaculado que alin quede por emitirse, o bien, utilizando técnicas mas contundentes
como es el caso de laaplicacion del electroeyaculador.

La aplicacion de estimulos eléctricos sobre 1os pares nerviosos del &rea lumbosacra permite la salida del pene,
su ereccién y la eyaculacion que es recibida en tubos de vidrio. Finalmente, también la recogida de semen a
partir de lavados de epididimo es de uso frecuente para animales de gran valor que son sacrificados o abatidos
en jornadas de caza. En estos Ultimos casos | os resultados finales, en cuanto a fertilidad se refiere, distan de ser
los Gptimos por razones obvias de tipo higiénico y contaminacion de la muestra tanto con la polucién del
ambiente como por la mezcla de la muestra seminal con emisiones del aparato excretor (Evans y Maxwell,
1990; Chung, 1997; Reyes Moreno et al., 2000; Reyes Moreno et al., 2002; Galinay Valencia, 2006)

No obstante en las razas en punto critico de extincién e incluso en otras menos amenazadas es preciso realizar
estas operaciones con |las consiguientes correcciones del método, como son la interposicion de filtros que evitan
la incorporacion de suciedad o de elementos caracteristicos del semen innecesarios en la preparaciéon de las
dosis seminales, es el caso del contenido gelatinoso del eyaculado de ciertas especies.

Es necesario hacer un esfuerzo sea cual sea la situacion en que se encuentre el donante en cuanto a que reciba
una aimentacion adecuada a individuo, ponerlo en parque individual, pero permitiendo la visién de otros
animales, siempre evitando que las inclemencias climaticas puedan incidir sobre ellos de forma agresiva. Los
locales donde se ubiquen estardn siempre limpios y los animales también, poniendo especia interés en evitar los
malos tratos y las incomodidades en la vida del donante. Es de sobra conocida la incidencia de los malos tratos
sobre la produccién seminal posterior.

En los albores de la inseminacion artificial, cuando se utilizd semen fresco o refrigerado, se estimé esta técnica
como un gran avance al poder enviar € material genético a distancia, sin contacto entre macho y hembra. Pero
con la aparicion de los diluyentes se puso en evidencia la ventgja que supone e servicio a muchas hembras con
un sblo eyaculado, con lo que & nimero de sementales a utilizar disminuy6 drésticamente; en €l caso del bovino
un toro puede producir mas de quinientas dosis de semen. Pero lo que marco una verdadera revolucion fue la
posibilidad de prolongar la vida Util extracorpérea de los gametos después de los estudios de Polge en 1949,
cuando aplico, en un afortunado error, el glicerol a un diluyente, en vez de fructosa. A partir de agui la empresa
dedicada ala mejora genética animal vio con regocijo como aumentaba la velocidad del progreso productivo en
e mundo animal. Estos hechos fueron especialmente Utiles para la conservacion in Vitro de sementales de
altisimo valor econdmico. Unos cuantos eyaculados han prolongado la vida genética Util muchos afios después
de muerto €l animal.

En las Ultimas décadas del proceso histérico se ha trabgjado para disminuir drasticamente e nimero de
espermatozoides por dosis aplicable, puesto que sblo se requiere un gameto para conseguir la fecundacion del
ovocito. En la préactica eso se consigue con la aplicacion de la inyeccion intracitoplasmatica, técnica esta que
tiene pocas posibilidades de ser utilizada en el medio productivo de forma masiva.

En realidad €l nimero de gametos depositados por e macho va disminuyendo de forma natural por las barreras
impuestas por |os genitales femeninos en cuanto a pH vaginal, aparicién de macréfagos tras las irritacion uterina
provocada por € semen; la eliminacién por lavado uterino del liquido epididimario, la redisposiciéon de los
fosfolipidos de membrana y la reactivacion metabdlica que supone la hiperactividad del gameto capacitado. Al
final sblo unos cuantos llegan a lugar en el oviducto donde sélo uno de ellos penetra el ovocito. Por lo tanto, €
nimero de gametos por dosis de inseminacion depende del lugar de deposicién y la distancia que queda hasta el
gameto femenino (Garde, 1992; Vazquez et al., 2008; Vazquez, 2010). En los Ultimos afios y con la llegada de
nuevos instrumentos de inseminacion el nimero de gametos ha bagjado ostensiblemente, especialmente en la
especie porcina. La deposicion intrauterina profunda de los gametos ha dividido por cuatro € nimero necesario
para dejar gestante a la cerda en celo. En caso del semen congelado hace que con sélo 1000 millones de
espermatozoides descongelados se consiga la gestacion cuando se hace la inseminacion intrauterina profunda.
La misma situacion ya ocurrio en el caso de lainseminacién de la vaca. En ésta los espermatozoides necesarios
por dosis son de tan sdlo unos millones, puesto que la parte mas profunda del cuerno uterino se alcanza con
facilidad. Esta reduccién del nimero de gametos es mayor cuando se pasa a técnicas de inseminacion por
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laparoscopia donde la colocacion del esperma es cercanaa ovocito y en algunos casos se citan solo la necesidad
de 300.000 gametos por dosis.

Otro de los acontecimientos de actualidad y que estA tomando gran importancia es la utilizacion en
inseminacion artificial de semen sexado. La posibilidad de que todos los animales nacidos en una explotacion
tengan & mismo sexo, determinado con anterioridad a la preparacion de la dosis seminal, supone una buena
mejora econdmica en la empresa ganadera por la posibilidad de programar los productos finales que se van a
utilizar. Pero ademés, en el proceso de recuperacion de las razas animales y las pequefias poblaciones supone el
disminuir e tiempo del proceso a la mitad y, por tanto, la reduccion sustancial del esfuerzo econémico, sin
olvidarnos del ahorro que supone en los bancos de germoplasma.

Pero alin se presentan varios problemas como son €l alto coste del sistema, la alta cualificacion de los operarios,
la lentitud del proceso y agunas ateraciones que se producen en la célula consecuencia de la tincién
fluorescente, esto dltimo limita ligeramente la utilizacién de los espermatozoides separados en agunos
procesos.

2) Criopreservacion espermética

Pero la técnica que més esfuerzos ha requerido en los Ultimos 60 afios ha sido la congelacion de semen. Esta
técnica requiere en la mayoria de las especies de sementales seleccionados segn la congelabilidad de sus
gametos, cuestion que a veces no tiene relacion directa con la reviviscencia espermética en los estudios in Vitro
postdescongel acién. Estos criterios deben de ser revisados en el caso de las paoblaciones en peligro de extincion,
donde € eyaculado va dirigido preferentemente a los bancos de germoplasma. En estos casos los
espermatozoides descongelados no tienen porque ser utilizados solamente en la inseminacién artificial
convencional. Lainyeccion intracitoplasmética es otro ejemplo de utilizacidn en recuperacion genética.

El proceso de congelacion de gametos masculinos conlleva una serie de agresiones celulares necesarias en la
preparacion de las dosis seminal es. Existen una serie de puntos criticos que pueden producir alteraciones de tipo
fisico quimico sobre la membrana plasmatica, el acrosoma, € metabolismo celular, la estructura e integridad de
lacargade ADN, etc.

Estos puntos criticos afectan de forma diferente dependiendo de la especie que consideremos pero en general
encontramos dafios en:

* La éiminacién del plasma seminal, en semen caprino y porcino para sustituirlo por diluyente final. Esto
impide una actividad exagerada del plasma seminal en el espermatozoide, sobre todo con e paso del tiempo.
Existe actividad enzimética de tipo lipasa que es capaz de seguir actuando incluso a muy bajas temperaturas. Por
todo esto, € semen debe de ser lavado por centrifugacion suave pero suficiente para separar las células del
plasma.

* El diluyente semina no sélo tiene la funcion de aumentar el volumen del eyaculado, también tiene que nutrir
y proteger la célula. En este sentido € tiempo transcurrido desde su preparacion, la forma de almacenamiento
hasta su uso y la calidad de |as materias primas usadas en su preparacion influyen sobre el resultado final.

El tipo de diluyente utilizado esta teniendo mucha importancia, cada especie tiene requerimiento diferentes; nos
atreveriamos a decir que son diferentes en cada raza y cada individuo. En la especie equina se estan disefiando
diluyentes (Brass, 2001; Mir6 y Ocafia, 2006; Ortega-Ferrusola et al., 2009; Samper y Plough, 2010) destinados
a un mismo semental. Incluso se estan contemplando las diferencias entre distintos momentos reproductivos
(edad, estacion, alimentacion recibida por €l animal).

* El crioprotector utilizado también tiene efectos sobre todo en la formacion de cristales en el interior de la
célula durante & proceso de congelacion, de tal forma que se produce la desecacion parcial debido a fendmenos
osmaticos. En la actualidad se conocen muchos tipos de crioprotectores que se clasifican segin e grado de
penetracién a través de la membrana celular y su peso molecular, siendo particularmente importante en el caso
de los protocolos de criopreservacion en embriones y ovocitos. Pero €l porcentgje de crioprotector tiene
relevancia en la estructura final del espermatozoide descongelado, detectandose anillos acrosdémicos alterados
en mayor medida a aumentar los porcentagjes de crioprotector. Porcentgjes bgjos de glicerol disminuyen la
reviviscencia espermética por lo que en los protocolos actuales se ha optado por afiadirlo a la mezcla semen
diluyente en varias sesiones con lo que € aumento osmético alcanza las mismas cuotas pero de forma suave y
lenta.

* El descenso térmico es obligatorio para prolongar lavida genética Gtil de la célula. Las reacciones metabdlicas
son termodependientes, ralentizandose a medida que la temperatura disminuye, siendo préacticamente nulas a —
196 ° C, punto de ebullicién del nitrégeno liguido. Existen diferencias biofisicas entre los gametos masculinos
de las diferentes especies, tanto en la superficie como en el volumen total, la permeabilidad de lamembranay la
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composicién lipidica del conjunto. A este respecto hace més de 28 afios que se condiciond la adecuada
velocidad de congelacion por la formacion de cristales de hielo perjudiciales cuando la velocidad de
congelacién es muy rapida o laacumulacion de sol utos téxicos cuando ésta es lenta (Mazur, 1984).

* Lageometria del envasado es otro factor muy influyente porque la pérdida o ganancia de temperatura durante
el proceso de congelacién debe de llegar al mismo tiempo atodas las células. El cambio de estado desde liquido
a sblido conlleva el desprendimiento de calor desde las células que se van congelando en las proximidades de
las paredes del envase hacia las células del interior, produciendo aumentos de temperatura perjudiciales a nivel
microcelular. En los Ultimos tiempos parece que se imponen los envases de tubos de 0,5 ml de capacidad, la
composicién del materia en que estan fabricadas también han sido ensayados, existiendo protocolos que
utilizan polimeros plésticos, aluminio, e incluso formas mas voluminosas, con lo que se complica tanto €l
proceso de congelacion como el de descongel acion. Este Gltimo proceso es en el que se ha tenido mayor cuidado
y estudio en las Ultimas dos décadas siendo |as vel ocidades de ganancia de calor aplicadas en cortos espacios de
tiempo. Segun €l tipo de envase la temperatura de descongelacion propuesta es de 56° C durante doce segundos
(Thilmant, 1997) en el caso del envase de 0,5 ml y de 80° C durante dos segundos en € caso de tubos de 5 ml,
para semen congelado de |a especie porcina.

En la preparacion de los diluyentes destinados a las dosis seminales se hace necesario afiadir antibioticos para
impedir en lo posible la proliferacion de gérmenes, patdgenos 0 no, que podrian dafiar la célula o transmitir
alguna enfermedad. Por esto es obligatorio seguir las recomendaciones de las directivas en materia de sanidad
en el comercio de semen, tales como la Directiva 90/429/UE y posteriores.

3) Mangjo de los embriones tanto in vivo como in Vitro,

En las especies de animal es domésticos se implementan programas de mejoray conservacion, utilizando tanto la
mejoria alcanzada por e macho como por la hembra, mediante la inseminacion de reproductoras donantes para
transferir sus embriones a una reproductora receptora que gestara y parira a los descendientes genéticos de la
primera. En general € proceso es idéntico para todas las especies, aungque el protocolo varia tanto por razones
anatémicas como fisioldgicas. Las dos hembras deben de situarse en e mismo momento reproductivo, aunque
para mayor precision la receptora debe de estar en e momento reproductivo gque corresponde a la edad del
embrién cuando en este se ha reactivado € metabolismo. En la donante se induce la superovulacion y por tanto
e estro, mientras en la receptora sdlo se aplica un tratamiento de induccién del estro. Después de la
inseminacién de la donante se espera € tiempo necesario para recoger 1os embriones en € estadio propio para
ser transferido; 1o normal es retirarlos entre los cinco y ocho dias, segiin la especie, para tener embriones en fase
de mérula compacta o blastocisto.

La recogida de embriones se realiza por el método no quirdrgico en las especies de gran tamafio y por métodos
quirudrgicos donde las circunstancias anatémicas impidan la manipulacién. Luego del estudio y clasificacién, los
embriones seran colocados en la receptora o bien seran destinados a acondicionamiento para su custodia en €l
banco de germoplasma.

En estos casos se plantean varios problemas. de un lado las hembras donantes han de recibir varios tratamientos
hormonales para repetir € proceso y la respuesta es diferente tanto entre individuos como entre tratamientos.
También la recogida quirdrgica puede presentar problemas después de la primera intervencion. El problema que
se plantea a priori es que en las razas en peligro es dificil la eleccion de donantes que presenten ciclos
reproductivos regulares.

En e mejor de los casos se obtienen media docena de embriones transferibles en promedio, y las dosis
crecientes de productos foliculo estimulantes no tienen correlacion positiva con € nimero de embriones
recogidos; de tal forma que dosis por encima del umbral maximo pueden dar una respuesta ovarica nula.
También influye en estarespuestalaraza, € mangjo, laedad de la donante, etc.

Los equipos dedicados a la transferencia de embriones deben tener mucha experienciay estar bien entrenados
para la comprension de todo € proceso reproductivo y para € mango de gran cantidad de medios, Utiles y
animales, debiendo estar todos las partes y elementos bien sincronizados para un buen resultado del proceso. La
donante en & ganado bovino debe situarse en un lugar que impida movimientas bruscos, con potros de sujecion,
gue impida €l peligro de los operarios, ademas de estar suficientemente sedados y anestesiados, aplicandose
anestesia de conduccién (epidural). Esto posibilitara la relgjacion suficiente de los genitales para aplicar una
sonda de varias vias, pero que en definitiva permita €l lavado de la parte craneal de cada cuerno uterino en un
sistema de circuito cerrado, mediante |a adaptacion de un globo que clausura la luz de cuerno que se manipula.
Una vez terminada la recogida de embriones en ese cuerno uterino se procede a la colocacién del equipamiento
en € otro cuerno para completar la extraccion.
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La aplicacién de los embriones en las hembras receptoras se realiza con catéteres de mayor longitud que los
utilizados para el depésito de esperma convencional, debiendo de situarlos en el lugar donde se esperaria que se
encontraran segln la edad de desarrollo, siempre en |la parte méas profunda y cercana a la unién Utero-tubérica
correspondiente a cuero uterino ipsilateral a ovario que presente un cuerpo |Uteo bien conformado (Palma,
2001; Cabodevilla, 2001).

Todo €ello se realiza después de haber estudiado la calidad microscopica del embridn segin su morfologia,
disposicion correcta de blastomeros, masa celular interna, trofoblastos, etc. Hay que tener en cuenta la parada
metabdlica que sufrira e embrion por efecto de esta manipulacion, sobre todo cuando entre la recogida y la
recepcion se procede a su congelacion o vitrificacion.

En los pequefios rumiantes ha sido muy utilizada la recogida quirdrgica de los embriones, mediante la
colocacion de sondas a través de la pared uterina o a través del oviducto, dependiendo del estadio en que se
guieran obtener los embriones. En los Ultimos afios se haimpuesto la extraccion embrionaria por laparoscopia.
Cuando los embriones son destinados a su amacenamiento en banco de germoplasma deben de ser
acondicionados en una pajuelaluego de un proceso de deshidratacién con crioprotectores, siguiendo |os criterios
fisicoquimicos propios de los protocolos de criopreservacion celular. Existen numerosos protocolos para
conseguir una crioconservacion prolongada con poco dafio para la célula embrionaria, y en los Ultimos afios se
han mejorado estos procesos, aumentando la velocidad de enfriamiento una vez acondicionado el embrién
mediante los procesos conocidos como vitrificacién embrionaria. La descongelacién de los embriones también
debe de adecuarse a una descongel acién lenta seguida de una serie de lavados para disminuir [os niveles toxicos
de glicerol o de otros crioprotectores.

Aungue todo esto ha variado sustancialmente con el empleo de métodos que combinan la ultradeshidratacion
con la aplicacion de pérdida de calor de forma muy rdpida. En la vitrificacion clésica se envasan los embriones
en paluelas de 0,25 ml que permite una velocidad de enfriamiento de 2.500 © C/minuto (Mazur et a, 1992),
cuando se usa para €l envasado pajuelas de sélo dos microlitros, método conocido como Open Pulled Straw, la
velocidad de enfriamiento es muchisimo méas ata, 18 000 © C/minuto (Vajta, 1997). Esta Ultima proporciona
mejores resultados en todas | as especies.

4) La biotecnologia reproductiva in Vitro esta teniendo gran aceptacién por su abundante uso en la especie
humanay las repercusiones sociales que implica. En ganado bovino, sobre todo en ganado de produccién lactea
también se ha difundido su utilizacion. En definitiva esta tecnologia comprende el proceso de maduracion de
ovocitos, desde la recogida hasta su cultivo y maduracion, la fecundacién o inseminacién in Vitro de los
ovocitos y, finamente, e cultivo y desarrollo embrionario. Teniendo cada uno de estos procesos entidad
suficiente para ser tratados por separados pero ajustaremos su descripcion a este espacio limitado.

Para la obtencién de ovocitos se recurre al menos, atres fuentes de materia prima: ovarios de matadero, ovarios
procedentes de castracion y ala aspiracion tras la puncion ovérica ecoguiada.

En e primer caso, los ovarios son recogidos en e matadero libres del resto de genitales, transportados al
laboratorio en liquidos de lavado y mantenimiento embrionario tipo PBS o en suero fisioldgico, estas
operaciones se redlizan los més préximas a momento del sacrificio del animal, no més de 10 horas y la
temperatura de trabgjo sera cercanaalos 18 -20 © C. (Garddn, 1999; Gordon, 2006) L os ovocitos se recogen del
ovario bien por aspiracién o por corte con hojade bisturi. En el segundo caso se lavaratoda la superficie ovérica
paraarrastrar |os posibles ovocitos que hayan quedado sobre la pared albuginea.

Otro de los métodos de obtencion de ovarios es |a castracion, siendo necesaria la identificacion de cada unos de
los ovarios para € buen control genético de los embriones resultantes. Aunque ninguno de estos métodos es
adecuado en caso de razas en peligro de extincion debido a que las reproductoras son destinadas a la reposicion
y aumento numérico poblaciona y las que escasamente se sacrifican no alcanzan la categoria de donante; en
caso de la castracion, sélo decir que anadie se le ocurriria castrar a una hembra en peligro de extincion.

La técnica que en la actualidad se presenta como alternativa eficaz en la obtencién de ovocitos es la aspiracion
guiada por ecografia, conocida como OPU, abreviatura del término Ovum Pick Up (Astiz et al, 2012a). Esta
técnica esta siendo utilizada sobre la raza bovina Murciano Levantina por un equipo compuesto por mas de diez
técnicos y donde se han seguido los protocol os hasta conseguir una gestacion (Astiz et al., 2012b).

En estas hembras bovinas se han realizado la extraccién de ovocitos mediante técnicas preparatorias para OPU,
utilizando al menos dos protocolos (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2013). Los ovocitos aspirados se
tradladan hasta los laboratorios, donde tras su valoracion son sometidos a procesos de fertilizacion inVitro,
vitrificacion y crioconservacion. La aplicacion de los embriones desvitrificados a hembras bovinas receptoras
produce resultados esperanzadores que deben ser mejorados en el futuro.
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En la tabla se muestran los resultados de los ovocitos recogidos por OPU después de dos tratamientos
diferenciados para la eliminacion del foliculo dominante: La ablacién folicular mecanica o la administracién de
GnRH en vacas de raza Murciana. En la primera columna se exponen los del tratamiento de eliminacién
mecanica donde el 52,56 % fueron clasificados como no aptos de tipo IV y V. Para los ovocitos obtenidos tras
e tratamiento del foliculo dominante con GnRH el porcentaje de ovocitos no aptos fue ligeramente menor,
49,53, aungque hubo un aumento de los ovocitos de tipo V maduros in vivo al igual que aumentd de forma
significativa el tipo |11 para este Ultimo tratamiento (Ruiz et al., 2013a,b).

Tabla 1. Eficaciade laablacion folicular y de laadministracion de GnRH (Damardlin®) sobre la produccion y
calidad de los ovacitos obtenidos por OPU en vaca Murciano-Levantina (Efficiency of the follicular ablation
and of the GnRH (Dalmarelin) administration on the production and quality of oocytes obtained by OPU in
Murciano-Levantina cow)

RFD GnRH
Sesiones OPU (n) 9 9
Folicul os aspirados/sesion (X+SD) 13.55 +4.77° 18.77+5.22*
Ovaocitos obtenidos/sesion (X+SD) 8.66+5.07 11.88+4.78

Ovacitos obtenidos (n,%)
Categoria de ovocitos (n,%)
Tipo |
Tipo
Tipo Il
AptosparaPIV (I, 11y 1)
Tipo IV
TipoV
No aptos (IV y V)

(78/122) 63.93

(17/78) 22.79%
(8/78) 10.25
(12/78) 15.38°
(37/78) 47.43
(35/78) 44.87*"
(6/78) 7.69°
(41/78) 52.56

(107/169) 63.31

(12/107) 11.21°
(12/107) 11.21
(30/107) 28.03%"
(54/107) 50.46
(25/107) 23.36"
(28/107) 26.16*"
(53/107) 49.53

b en lamismafilaindican diferencias estadisticas. * P<0.05, **P<0.01.

El bajo nimero de animales utilizados no permiten objetivar los datos obtenidos, pero el nacimiento de a menos
una ternera después de un procedimiento tan largo, hace pensar en una mejoria de los datos a medida que las
técnicas en su conjunto se normalice. Diferentes autores obtienen mejores resultados en otras razas (Hidalgo et
al., 2002; Gémez et al., 2009) aunque precisamente la situacion genética de cada unas de las poblaciones influye
poderosamente en |os resultados.

5) Disminucion del nimero de espermatozoides por dosis seminal. MUltiples equipos estan trabgjando en
mejorar la eficacia de cada dosis seminal aplicada y en este punto se han conseguido muchos avances. Las
tendencias de la técnica consisten en mejorar la profundidad del lugar uterino donde se depositan los
espermatozoides. En el ganado bovino se comenzé colocando la dosis seminal descongelada en el Gtero en las
inmediaciones de la parte craneal del cerviz, y en este caso se utilizaron entre cuarenta a cincuenta millones de
espermatozoides por dosis (Hammond et al., 1983; Gordon, 2006). En la actualidad (Kurykin et al., 2003;
Gordon, 2006; Vézquez, 2010), ladosis seminal es colocada en |as proximidades de la unién uterotubarica; con
lo que ladosis seminal ha disminuido el nimero de espermatozoides entre |os seis a diez millones. En el caso de
los pequefios rumiantes hay diferencias sustanciales en los espermatozoides contenidos en la dosis seminal,
seguin se deposite en el cerviz o se realice una intervencion laparoscopica, siendo de cuatrocientos millones de
espermatozoides para la inseminacion intracervical (variable seglin raza o especie) (Parraguez et al., 2000;
Gordon, 2006) o de solamente unos ciento de miles cuando se trata de la inseminacion intratubérica. En €l
ganado porcino también se ha avanzado mucho en este aspecto (Gordon, 2006; Vézquez, JM., 2010) siendo
los verracos muy selectos mejor utilizados en mayor nimero de hembras, habiendo disminuido drésticamente el
nimero de espermatozoides de las dosis frescas, pasando desde los dos mil quinientos millones de
espermatozoides hasta solamente ochocientos millones con la aplicacion de las nuevas sondas de deposicién
uterina profunda o postcervical (Arantxa, 2003). Desde este punto de vista la tecnologia que menor nimero de
espermatozoides aplica es la inyeccion intracitoplasmética (ICSl) donde en teoria nos basta con colocar un solo
espermatozoide en el espacio perivitelino del ovocito.

6) Sexaje de espermatozoides. Desde hace muchos afios se viene demandando |a posibilidad de elegir €l sexo de
los recién nacidos por motivos econdmicos. Unas veces se requerirdn machos por su mejor velocidad de
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crecimiento y otros el sexo estara destinado a reposicion de reproductores. Varias técnicas (Maxwell et al.,
2004; Seidel, 2007; Garner y Seidel, 2008; Vézquez, 2010) se han puesto a punto como las basadas en €l
diferente gradiente de densidad, o las que afectan a los espermatozoides portadores del cromosoma X o € Y,
haciendo més eficaz a primero y disminuyendo la del segundo; aunque en definitivala més importante es la que
se basa en la separacion de espermatozoides teflidos con un fluorocromo (Hoechst 33345) y detectados por la
tecnologia laser con la intervencién de un citémetro de flujo laminar (Parilla et al., 2003, 2004). Parece que la
eficacia de estas tecnol ogias todavia no hallegado a sus cuotas mas altas.

7) Micromanipulacion de gametos. A finales de la década de los afios ochenta del siglo pasado se comenzdé la
micromanipulacion de gametos y embriones para la consecucion de varios objetivos reproductivos. Esta técnica
es realizada normalmente con la ayuda de microscopia éptica a la que se aplica aparatos de micromanipulacion
gue pueden avanzar en las proximidades del objeto 0 gameto con una precision micrométrica. Con las pipetas
micromanipuladoras de que consta se puede transportar, sujetar, incidir e inyectar los gametos o embriones,
dando lugar a muy diversos resultados:. utilizacion de un solo espermatozoide por ovocito, separar blastomeras,
remover el ADN del ovocito, transferir el ADN desde otra célula, transferir insertos de ADN y un largo etc, que
todavia esta siendo puesto a punto, como la inyeccion intracitoplasmética de células desecadas. Una somera
descripcion de lo realizado en este campo es:

- Inyecciédn intracitoplamatica: consiste en la colocacion mediante pipetas micromanipuladoras de un solo
espermatozoide dentro del espacio perivitelino del ovocito madurado. Esta técnica es muy utilizada en humanos
y es de gran acogida en las especies en peligro de extincion donde e almacenamiento de grandes cantidades de
dosis seminales encarece la conservacion. De esta forma, la utilizacion de muy pocos espermatozoides cuando
se desee recongtituir laraza nos ahorrara espacio y disminuira costes.

- Clonacion: Existen dos situaciones de partida diferentes parala realizacion de la técnica de clonacion:

a) ADN de los clones producidos idénticos entre ellos pero diferente de los progenitores. En este caso se parte
de un embrién que tenga entre ocho y dieciséis blastdmeras o a partir de la masa celular interna del embrién en
fase de blastocisto. Previamente se han acondicionado varias zonas pellcidas vacias donde se van a colocar una
0 varias blastomeras procedentes del embrion, su cultivo y transferencia a una receptora de la especie podra
producir descendientes con el ADN idéntico entre ellos pero diferente a los progenitores del embrién.

b) ADN de los clones producidos idéntico entre si y con el progenitor. En este caso es necesaria la realizacion
de microcirugia pararetirar e ADN haploide de un ovocito y realizar unatransferencia nuclear desde una célula
gue ha sido sometida a un periodo de quiescencia, siendo preferible que esa célula esté indiferenciada.

Todos estos procesos estédn siendo acompafiados de tecnologia que impulse los procesos fisicoquimicos propios
a la divisién celular, como los impulsos seriados de voltajes que pongan en marcha € metabolismo del
desarrollo y division celular. Estas técnicas, dado su alto coste, no han sido muy utilizadas en la reconstruccion
de razas en peligro de extincién, pero si que estan levantando grandes expectativas. Ademas necesitan de
mayores avances para solucionar los problemas derivados de la edad del individuo donante del nicleo a
transferir (Vazquez, 2010).

- Obtencién de animales transgénicos: Esta es otra de las técnicas que se estan utilizando abundantemente en
produccién de animales con caracteristicas diferentes a las propias de su especie o raza. Aparte del proceso de
micromanipulacion de ovocitos y espermatozoides, requieren de técnicas de aisamiento del gen que queremos
transponer, hacer que se inserte en e genoma espermético e inyectar este espermatozoide en € espacio
perivitelino del ovocito. El proceso posterior de maduracion del embrion y/o su transferencia a una receptora
har& que se complete la abtencién de un animal genéticamente diferente alo que se esperaba de su genoma, pero
produciendo algo necesario ala resolucion de enfermedades o ala alimentacion especializada (Vazquez, 2010).

- Otros de los procedimientos de la tecnologia reproductiva y que se podran aplicar a la conservacion son las
novedosas técnicas de deshidratacion, desecacion y liofilizacion de los gametos. En especial €l gameto
masculino liofilizado ya ha proporcionado una tecnologia exitosa cuando se combina con la inyeccién
intracitoplamastica. En el caso de espermatozoides liofilizados serén utilizados para la obtencion de potros y
terneros configurando una gran esperanza en la sustitucion del nitrégeno liquido como medio de conservacién,
evitando ademas los problemas de transmisién de enfermedades que puede aparecer en los bancos de
germoplasma através del liquido conservante (Choy et al, 2011).

La ata consanguinidad gue presentan las poblaciones animales en peligro de extincion hace que muchas de
estas técnicas no den los resultados deseados que si proporcionan en las poblaciones no consanguineas de los
animales comerciales. Es bien conocido que la aparicion de genes deletéreos en homocigosis dara como
resultado efectos indeseados y, sobre todo va a hacer necesario un nuevo planteamiento de las necesidades de

36



Actas Iberoamericanas de Conservacion Animal AICA 3 (2013) 29-40

dosis seminales, ovocitos o embriones en el banco de germoplasma. En nuestro equipo hemos encontrado con
frecuencia una disminucion de la fertilidad traducido por la aparicion de ciclos reproductivos anormales, 30 a
35 dias, indicativos de reabsorcion embrionaria. También, en ganado bovino hemos detectado €l nacimiento de
terneros muy débiles que mueren a los pocos dias sin una causa aparente. En la especie porcina aparecen
defectos de crecimiento en una misma camada, donde varios lechones quedan muy atrasados, por falta de
asimilacion del los alimentos, mientras que sus hermanos se desarrollan normalmente (Peinado et al, 2013).
Ademas en el ganado porcino se aprecian en algun caso la aparicion de 6rganos que no son comunes a laraza,
como es € caso de las mamellas, pero no estan colocados en € lugar donde normal mente le corresponde, como
es e cuello, sino en la parte externa del pabell6on auricular.

En aves han sido detectadas malformaciones de cadera, displasias y disposicion anormal de las vias respiratorias
atasy el pico. También se ha acompafiado de retrasos en € crecimiento de los pollitos frente a hermanos que se
desarrollan normalmente. Finamente, es necesario comentar la imposibilidad de recuperar una raza en punto
critico de extincion si no se aplican técnicas genéticas de retrocruzamiento (Barba et al., 2000; Peinado et al.,
2002; Poto et al., 2002; Almela et al., 2011) utilizando animales de otra raza para que después de varias
generaciones se vuelvan a considerar animales propios de la raza en punto critico. Esto Ultimo debe de ser
realizado por personal especializado, dado que € intento de los criadores por eliminar la consanguinidad con
otras razas puede desembocar en poblaciones diferentes que para nada se parecen 1o que se pretende recuperar.

Figura 1. Mamellas en pabell6n auricular (Mamellasin external ear)
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