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ABSTRACT

The interest in wildlife conservation has been increasing, mainly because many species have
been disappearing. The main causes of this problem are the alteration, fragmentation or
loss of habitats due to human action. To counteract the disappearance of these species, ex
situ techniques of assisted reproduction have been developed to preserve and increase
populations of endangered species in which zoos and conservation centers participate.
These techniques are made up of captive breeding, the creation of banks of genetic
resources and the use of reproductive biotechnologies, which include in vitro fertilization,
artificial insemination and embryo transfer. To carry out these procedures, collections of
both female and male gametes are made in advance, and then fertilization (assisted or in
vitro). In addition, you can find other techniques that are not yet fully developed in wild
animals, due to the lack of existing information about their reproductive physiology and
embryonic development. Thus, it is increasingly sought to develop the biotechnological
aspect of animal reproduction. The evolution of these techniques and the implementation of
protocols for the reproduction of each species will allow us to approach the possibility of
reducing the number of species declared in danger of extinction.

Keywords: assisted reproduction, wild species, conservation, genetic variability.

RESUMEN

El interés por la conservacién de la fauna silvestre se ha ido incrementando, debido
principalmente a que muchas especies han ido desapareciendo. Las principales causas de
este problema se engloban en la alteracién, fragmentacién o la pérdida de hdabitats por
accién humana. Para contrarrestar la desapariciéon de estas especies, se han desarrollado
técnicas ex situ de reproduccion asistida para preservar e incrementar las poblaciones de
especies amenazadas en las que participan zooldgicos y centros de conservacion. Estas
técnicas se conforman por la cria en cautividad, la creacion de bancos de recursos genéticos
y el uso de las biotecnologias reproductivas, dentro de las cuales se hallan la fecundacién
in vitro, inseminacién artificial y transferencia de embriones. Para llevar a cabo estos
procedimientos, se realizan de antemano colectas de gametos tantos femeninos como
masculinos, para luego realizar la fecundacién (asistida o in vitro). Ademds, se pueden
encontrar otras técnicas que adin no se encuentran del todo desarrolladas en animales
silvestres, debido a la falta de informacién existente acerca de su fisiologia reproductiva
y desarrollo embrionario. Es asi, que se busca cada vez més desarrollar el aspecto
biotecnolégico de la reproduccién animal. La evolucién de estas técnicas y la
implementacién de protocolos para la reproduccién de cada especie permitird acercarnos
a la posibilidad de disminuir el nimero de especies declaradas en peligro de extincion.

Palabras clave: reproduccién asistida, especies silvestres, conservacién, variabilidad
genética.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el interés por la conservacién de la fauna
silvestre ha ido incrementando, debido a que, por accién
humana, muchas especies han ido desapareciendo. Las
principales causas de este problema se engloban en la
alteracién, fragmentacién o pérdida de hdbitats, caza furtiva,
introduccién de fauna exédtica y trafico ilegal de animales
silvestres. En consecuencia, actualmente podemos encontrar un
gran nimero de especies dentro de las categorias: vulnerable,
en peligro o en peligro critico.

Una de las soluciones més eficientes para este problema, es la
preservacién del hdbitat, sin embargo, al no ser siempre
factible, se han implementado técnicas complementarias ex situ
para preservar e incrementar las poblaciones de especies
amenazadas de gran importancia ecolégica. Para poder
considerar la posible reintroduccién de estas especies la
poblacién en cautividad debe presentar el mdaximo de
variabilidad genética posible para evitar problemas
congénitos o endogdmicos y que la reintroduccién de individuos
en el medio sea eficaz (Legendre, 2008).

Entre estas estrategias complementarias, podemos encontrar la
cria en cautividad, bancos de recursos genéticos y el uso de
biotecnologia reproductiva (reproduccién asistida) (Roldan y
Garde, 2004). Respecto a la biotecnologia reproductiva,
existen programas realizados principalmente por zoolégicos y
centros de conservacién, los cuales, en el transcurso de los
Ultimos afios, han ido desarrollando procedimientos de
reproduccién asistida para ciertas especies. Sin embargo, para
el afio 2015, solo se habia reportado el estudio exhaustivo de
la reproduccién de 250 especies entre las cuales la mayoria
eran de mamiferos y aves (Comizzoli, 2015). Esta baja
tendencia, es debido a la falta de informacién existente
respecto a la reproduccién de la mayoria de las especies
silvestres, ya que el acceso a estas es limitado y varia
ampliomente hasta entre especies emparentadas, en
consecuencia, es importante la previa experimentacién para el
establecimiento de protocolos de reproducciéon (Roldan &
Garde, 2004). En la presente revisién se detallarén las técnicas
biotecnolégicas existentes para la reproduccion ex situ de la
fauna silvestre desarrolladas hasta la actualidad.
1. Colecta de ovocitos

Para poder proceder a una eventual inseminacién artificial o
cualquier otro método de reproduccién asistida, es necesaria
una recoleccién previa de gametos masculinos y femeninos
(Comizzoli, 2015). Para la obtencién de gametos femeninos, se
procede a una sincronizacién del ciclo estral, asi como una
superovulacién (De Souza et al.,, 2011). Sin embargo, como lo
mencionan Legendre y Locatelli (2008), se concluyé en varios
estudios que la superovulacién in vivo se caracteriza por ser
muy compleja y poco concluyente, por lo que se recomienda
colectar ovocitos inmaduros, y ejercer una estimulacién de la
maduracién de gametos in vitro.

En primer lugar, se realiza una evaluacién de la funcionalidad
del ovario en las hembras. Este se realiza generalmente
mediante el andlisis de metabolitos de esteroides excretados
en la orina y/o las heces de la hembra, mediante un monitoreo
endocrino durante un ciclo estral (Andraby y Maxwell, 2007).
Tras la toma de muestras, se procede a
radioinmunoensayos o enzimoinmunoensayos para detectar la
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presencia de las siguientes hormonas: hormona luteinizante
(LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y las gonadotropinas
(Legendre y Locatelli, 2008). Otra tecnologia empleada para
el aseguramiento de las buenas funciones ovdricas del aparato
reproductor de las hembras es la ultrasonografia. Ambas
técnicas, presentan la gran ventaja de no ser invasivas para el
animal. Esta nocidn es sumamente importante, debido a que se
trata generalmente de animales silvestres en peligro de
extincidn, siendo importante conservar el nimero de individuos
restantes de dichas especies (Andraby y Maxwell, 2007).

Una vez verificado el buen funcionamiento de los ovarios y de
los tractos reproductivos, la superovulacién se realiza mediante
la administraciéon de hormonas estimuladoras. La idea principal
es concentrarse en los foliculos primordiales presentes en el
cértex del ovario, ya que representan una reserva inmadura
de ovocitos. Se procede, entonces, a una aspiracién folicular
(De Souza et al., 2011). La estimulacién in vitro de la
maduracién de ovocitos se de
prostaglandina F2a, en el caso de los herbivoros y
gonadotrofina coriénica equina (eCG) o humana (hCG) en caso
de felinos (Comizzoli, 2015).

realiza con inyecciones

Respecto a la maduracién in vivo, la sincronizaciéon del ciclo
estral se obtiene por la administracién de progesterona. En el
caso de los ciervos, como lo detallan en sus trabajos Legendre
y Locatelli (2008), se introducen de manera intra-vaginal
esponjas de acetato de fluorogestona durante unos 12 dias,
con el fin de provocar la luteolisis del cuerpo amarillo. Al
momento de retirar el implante hormonal, se observa una caida
rapida de la tasa de progesterona, la cual ya no cumple la
funcién de retroalimentacién negativa en la FSH, permitiendo
asi su liberacién y la emergencia de un foliculo dominante.
Cabe resaltar que incluso en ciertos casos post mortem, la
colecta de ovocitos sigue siendo posible (De Souza et al., 2011;
Legendre y Locatelli, 2008).

Actualmente. los protocolos de estimulaciéon ovdrica y
superovulacién en felinos salvajes han reportado el uso de
gonadotropina coridnica equina (eCG) y gonadotropina
coriénica humana (hCG). Estas dos hormonas son complejos
grandes de gonadotropinas siendo las maés
utilizadas debido a su larga vida media en circulacién (24h-
48h) y a su buena respuesta ovdrica en una séla aplicacién.
Otras hormonas que han sido utilizadas con éxito son la
hormona estimulante del foliculo de porcino (pFSH) y la
hormona luteinizante porcina (pLH). Sin embargo, estas se
caracterizan por ser de corta vida media (~ 2h) y por lo tanto
no tienen una buena respuesta ovdrica. La combinacién
eCG/hCG ha sido reportada con éxito en diversos felinos
como tigres (Panthera tigris), leopardos nublados (Neofelis
nebulosa), pumas (Puma concolor), ocelotes (Leopardus
pardalis), guepardos (Acinonyx jubatus) y tigrinas (Leopardus
tigrinus). No obstante, la administracién continua o repetitiva
de gonadotropinas exégenas en tiempos de intervalos cortos
origina la reduccién de la estimulacién ovdrica (Rodrigues,
2012).

exdgenas,
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Figura 1.
aspiracién folicular (Legendre y Locatelli, 2008).

Vista del ovario, por endoscopia, durante la

2. Colecta de semen

El método de colecta de semen consiste en extraer mediante
diversos métodos muestras espermdticas, para su posterior
conservacién o uso. Esta técnica presenta diversas ventajas
como: la preservacién y uso de germoplasmas sin limitacién de
tiempo y espacio, intercambio de material genético entre
individuos alejados geogréficamente (fragmentaciéon  de
hdbitats) y prevencién de problemas sanitarios. En animales
silvestres los métodos de coleccién de semen varian por grupo,
peces (masaje abdominal), anfibios, (masaje abdominal),
reptiles - serpientes (masaje del tercio caudal ventral) y aves
(masaje de la cloaca hasta proyectar los cuerpos félicos).
(Oliveri, 2018). A diferencia de los grupos previamente
mencionados, el de mamiferos presenta mayor dificultad, ya
que a comparaciéon de la colecta en animales domésticos
(entrenamiento de machos con ayuda de una vagina artificial),
estos no se encuentran acostumbrados a estar en contacto con
humanos, por lo que se necesita un manejo diferente. En lo
mamiferos, existen dos tipos de colecta, por electroeyaculacién
y selecciéon de espermatozoides del epididimo (tras la
castracién o de individuos muertos). En todos los casos, los
espermatozoides recolectados pueden ser suspendidos en
suero salino fisiolégico o en un medio de cultivo para luego ser
usados o preservados (Roldan y Garde, 2004).

En la electroeyaculaciéon, se procede a obtener el semen
mediante el uso de un electroeyaculador, el cual produce
estimulos eléctricos de baja intensidad en el érgano
reproductor del animal anestesiado (Polo et al, 2009).
Presenta bajos riesgos para los individuos y puede realizarse
repetitivamente. (Roldan y Garde, 2004). Es el método més
vtilizado en mamiferos silvestres, (desde ratones hasta
elefantes). Sin embargo, una de las desventajas de usar este
método, es que en algunas especies (felinos) puede darse la
contaminacién por orina, producida cuando la tensién supera
el nivel minimo necesario para la eyaculacién o cuando el
electrodo estd colocado en el crdneo. Una alternativa para
minimizar este problema seria la cateterizacion o cistocentesis
antes de iniciar el procedimiento (Rodrigues, 2012). En un
estudio realizado por Huang et al, 2012 en el Centro de
Conservacion e Investigacion de Ching, se determiné que entre
las especies que no presentan dicho problema podemos
encontrar a Ailuropoda melanoleuca “Panda gigante™.
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El protocolo de electroeyaculacién varia por cada especie,
mientras que para Papio anubis “Babuino anubis” son
necesarios entre 5 a 7 estimulaciones por 2 a 3 segundos de
10 V, para Ailuropoda melanoleuca “Panda gigante” se
necesitan tres electrodos, entre 20 a 30 estimulaciones por 2 a
3 segundos de 2 a 8 V.

El otro tipo de colecta de semen existente es mediante la
recuperacidon células espermdticas viables del epididimo,
pudiendo ser obtenido tras una castraciéon o de especimenes
muertos (tras varias horas o pocos dias post-mortem). Siendo
una buena posibilidad para las especies que son
constantemente atropelladas o cazadas. (Roldan y Garde,
2004). Por otro lado, De Souza, et al, en el afio 2011
observaron que esta forma de colecta es mucho mds eficaz en
algunas especies como gacelas, debido al proceso de
maduracién celular y presentaba mayor fertilidad.

En el caso de los gatos salvajes, los espermatozoides vivos se
pueden recuperar en las primeras doce horas de aislamiento
del epididimo, para esto el érgano debe ser lavado y
homogeneizado en medio HEPES, para luego recuperar el
esperma tras centrifugacién. En los animales vasectomizados,
el semen se recolecta por aspiracién de la cola del epididimo
usando jeringa (con medio HEPES) y aguja, para luego
recuperar los espermatozoides por centrifugacién. Se sabe que
los espermatozoides recuperados del epididimo de los gatos
son méviles, viables y capaces de penetrar los ovocitos. Sin
embargo, los espermatozoides epididimales tienen
naturalmente mds gotas citopldsmicas, que normalmente se
pierden durante el transporte a través del conducto (Rodrigues,
2012).

Figura 2. Coleccién de semen de una rana pananiana dorada.
(P. Camizzoli. Advanced biotechnologies for wildlife fertility
preservation)
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3. Vitrificacion y criopreservacion

La criopreservacién forma parte de un conjunto de tecnologias
de reproduccién asistida, que hace uso de temperaturas muy
bajas para preservar a largo plazo una diversidad de
muestras biolégicas (como embriones, dvulos, esperma vy
tejidos) obtenidas in vitro con lo cual se permitiria a su vez
preservar una alta diversidad genética en poblaciones en
peligro critico (Hermes et al., 2019).

La criopreservaciéon espermdtica consiste en un proceso de
congelacién lenta, en el cual se puede iniciar con la dilucién de
la muestra espermdtica en una solucién extensora de semen,
seguido de una incubacién a 37°C x 10min y la toma de

Muestra
seminal

muestra con pajuelas que contenga el crioconservante (glicerol)
y crio-diluyente (entre los existentes, el compuesto por yema
de huevo presenta mayor aplicacién) o la dilucién directa de
la muestra en tampén de yema de huevo TEST. Luego formas
proceden al congelamiento a 4°C y prosigue con el
enfriamiento gradual de las muestras, al colocarlas sobre una
fuente de nitrégeno liquido (Nitrégeno liquido, siglas NL) a
diferentes alturas hasta sumergirlas en el NL (Huang et al.,
2012 y Hermes et al., 2019, Roldan y Garde, 2004; Séanchez
et al., 2015).

Crioprotectores Congelacion

Figura 3. Procedimiento simplificado de la criopreservacién espermdtica (Tomado de: https://ovodonante.com/ovodonacion-con-

ovulos-frescos-o-congelados/)

En la criopreservacién de ovocitos, si estos se congelan
demasiado rdpido puede formarse cristales de hielo que
pueden dafiar a los organelos, y, por el contrario, si la
congelacion del lenta puede provocar la
deshidratacidn y el aumento de solutos nocivos (Zarate, 2006).
Por ello, en la vitrificacién de ovocitos. Este proceso consiste

ovocito es

primero en la obtencién de los ovocitos por estimulacién
ovdrica con hormonas que luego serdn tomadas mediante
puncién ovdrica, los ovocitos recolectados se clasificaron y
seleccionardn antes de realizar una congelacién ultrardpida
de 22°C a -196°C utilizando NL.

Congelacion lenta

Cristales de hielo
\ S

=> ) -196°C

/)
= ® \
Vitrificacion

=196%C

Figura 4. Congelacién lenta vy vitrificaciéon de évulos (Tomado de: https:

ovodonante.com/ovodonacion-con ovulos-frescos-o-

congelados/)
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Dentro de la criopreservacién podemos encontrar la
vitrificacién, la cual es una técnica derivada de la anterior en
donde la célula y su entorno se solidifican sin que se formen
cristales de hielo sino por la extrema elevacién de la viscosidad
durante el enfriamiento, dando lugar a un estado de vitreo
(Ruiz et al., 2010; Sénchez et al., 2015). La solidificacién se
realiza tilizando cantidades minimas de  agentes
crioprotectores en gran concentraciéon y una velocidad de
enfriamiento elevada. El desarrollo de esta técnica conlleva al
uso de crioprotectores de menor toxicidad o de wuna
combinacién de estos, significando la reducciéon del efecto
téxico en la criopreservacion de embriones, aumentando la
supervivencia de los embriones a casi el 100%. Dentro de la
vitrificacion existen dos formas de llevarla a cabo:

a) No aséptica o Formacién de gotas — Esta técnica
implica la formacién de gotas de solucién vitrificantes, en
donde se colocardn las muestras a crioconservar, para luego
ser colocadas directamente en el NL. Suele ser usada en
trabajos con bovinos.

Figura 5. Método de vitrificacién no aséptica (Tomada de:
Sénchez et al., 2010).

b) Aséptica o Open-Pulled Straw — Esta técnica consta
de adelgazar una pajuela o pdgijilla de 0.25 ml calentdndola
en plating, estirdndola hasta tener un didmetro interior de 0.7
- 0.8 mm, en donde se cortard en su zona mds delgada; las
muestras a crioconservar se recogerdn con la parte més fina y
se realizardn inmersiones en NL. Esta técnica es usada
principalmente para realizar la vitrificacién espermdtica.
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Figura 6. Método de vitrificaciéon aséptica (Tomada de:
Sdnchez et al., 2010)

4. Inseminacién artificial

La inseminacién artificial consiste en la utilizacién de técnicas
no invasivas para depositar el semen, previamente recolectado
y conservado, con espermatozoides viables, en el tracto genital
femenino (vagina o Otero) (Rolddn y Garde, 2004). Para
obtener mejores resultados, se recurre a la sincronizacién de
los ciclos hormonales de las hembras, mediante dispositivos
vaginales de liberacién de  hormonas  esteroides
(progesterona), tratamiento luteolitico con prostaglandinas, y
gonadotrofinas que inducen la ovulacién (Comizzoli, 2016).
Mediante el empleo de semen criogenizado, se han obtenido
resultados en 16 especies de mamiferos silvestres, entre los
cuales encontramos a Rucervus eldii “ciervo de Eld”, puma, tigre
y leopardo. Sin embargo, la aplicacién de esta técnica en
animales silvestres aun es bajo, debido a la carencia de
informacién respecto a la fisiologia reproductiva femenina de
animales silvestres.

Uno de los pocos programas de cria y reproduccién de
especies silvestres con una larga historia en el manejo de
técnicas reproductivas, es el programa de reproduccién y
conservacién de pandas gigantes, el cual a través de los afios
fue mejorando protocolos de inseminacién artificial en esta
especie. Es debido a esto, que ya existe una metodologia
establecida de inseminacién artificial (IA) en pandas, el cual se
inicia con el anestesiomiento de las hembras, para luego
proceder con la insercién de un catéter de acero inoxidable en
el orificio cervical externo. Tras esto, el inyector de semen debe
ser ubicado dentro del catéter de 300 mm de longitud, para
luego transferir, con ayuda de una jeringa, el semen fresco o
descongelado al catéter. Este se deposita en el Utero de la
hembra en posicidén supina, y sus cuartos traseros mantenidos
en un dngulo de 45° por 5 minutos, esto para evitar el reflujo
de la béveda vaginal (Huang et al., 2012)

No obstante, a pesar de que las técnicas de inseminacion
artificial se presentan como una opcién a los multiples
problemas asociados a la conservaciéon de especies
amenazadas o en peligro de extincién, el panda gigante, no
muestran  datos  significativamente  favorables  tras
procedimientos de IA. En el estudio realizado por Li et al, 2017
se analiza la eficacia de los métodos de apareamiento natural
e |A. en donde se indica que el uso de IA., tiene un éxito
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considerablemente menor en comparacién a los métodos de
apareamiento natural y la combinacién de ambos, siendo las
tasas de natalidad 18.5%, 60.7% y 50.6% respectivamente
en un periodo analizado de 21 afios (1996 a 2016). Los
autores asocian el bajo rendimiento reproductivo de la IA. al
generado por

estrés los procedimientos de captura y

anestesiamiento previos al procedimiento. Ademds, suponen
que el comportamiento de eleccién de pareja podria optimizar
la compatibilidad genética. Sin embargo, esto ain se
encuentra en estudio.

Figura 7. Inseminacién artificial de una hembra de oso panda gigante en el zoolégico “Zoo Aquarium de Madrid” Periédico, El

Mundo (09/04/16).

5. Obtencién de embriones

La obtencién de embriones ofrece una gran ventaja sobre la
inseminacién artificial, esto debido a que la contribucién
genética de las hembras se ve incrementada en relacién a la
gestacidon y a su vez reduce los intervalos generacionales, lo
que permite una forma ‘“ilimitada” en la renovacién de
animales (Roldén y Garde, 2004).

En especies silvestres, no existen suficientes trabajos que
demuestren que haya potencial en la obtencién de embriones
salvo en casos aislados registrados, de ungulados (Comizzoli et
al., 2010). La principal limitacién en esta técnica es debido al
uso, casi obligatorio, de tratamientos de superovulacién en los
animales, pues se dan diversas respuestas ovdricas a causa del
estrés generado por manipulacién previa de la recoleccién de
embriones. El tratamiento mismo puede dar lugar a efectos
contraproducentes, un ejemplo de ello seria la produccién de
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anticuerpos neutralizantes que provoquen la reduccién en la
respuesta ovdrica a futuros tratamientos (Rolddn y Garde,
2004).

La obtencién de embriones puede ser in vivo o in vitro.

La produccién in vitro (PIV) de embriones es una de las técnicas
mas eficientes y también unos de los métodos mds costosos
para la propagacion de poblaciones (Comizzoli et al., 2000).
Posee tres fundamentos, independientes del protocolo
utilizado, que pueden afectar los resultados finales del proceso
(Ruiz y Astiz, 2010; Herradén et al., 2007):

a) Maduracién in vitro (MIV)
b) Fecundacién in vitro (FIV)
c) Cultivo in vitro de embriones (CIV)
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I : Maduracion del Ovocito

isiones celulares

Pee=]

Activacion

Embrionario

Figura 8. Fases fundamentales en PIV de embriones (Tomado de: http:

embriones-in-vitro 25.html).

6. Fecundacién in vitro

Esta técnica consiste en la fecundacién de un évulo por parte
de un espermatozoide fuera del cuerpo de la hembra, para
luego transferir el o los embriones al Utero de esta. Se
desarrollé en los afios 60 en animales de laboratorio y se
empled con éxito por primera vez en 1978 en seres humanos
y en 1982 en bovinos. Esta técnica presenta mejores opciones
frente a las otras técnicas, para la reproduccién asistida de
animales silvestres, ya que no necesita un control en la hembra
para la obtencién de ovocitos, permite adquirir mds embriones,
la posibilidad de que individuos infértiles tengan
descendencia, reduce la cantidad minima de células
espermdticas viables necesarias para la fecundacién y da la
posibilidad de que gametos, conservados por criogenizacién,
se fecunden. Hasta ahora, se ha logrado obtener crias
mediante esta técnica en felinos, primates y ungulados (Roldén
y Garde, 2004).

7. Microinyeccion de espermatozoides

Comenzé a experimentarse en los afios 70 en animales de
laboratorio y se empled con éxito por primera vez en humanos
en el afio 1992 (Roldan y Garde, 2004).

En efecto, en ciertos casos, el semen resulta ser de baja
calidad: poca cantidad de espermatozoides, motilidad
limitada o morfologia anormal. En estos ejemplos, que
generalmente se observan en macho muy consanguineos o
cuando la supervivencia del semen se ve muy limitada, no se
puede recurrir a un proceso inseminacién artificial (Rolddn et
al., 2004). Se desarrollé entonces un método de inyeccidn
intracitoplasmética de esperma a dentro del évulo (Camizzoli
et al., 2000). En este caso, no se necesita experimento previo
de capacidad de fecundacién por parte del espermatozoide
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Fase 2: Fecundacién

I

del Genoma

Diferenciacion celular

www.noticiascientificas.info /2010/12 /produccion-de-

ya que se introduce directamente por dentro del citoplasma
del ovocito un solo espermatozoide (Rolddn et al., 2004).

Figura 9. Fecundacién in vitro mediante embrioscopia (Tomada
de: https://mexicofertil.com/tag/donante/)


http://www.noticiascientificas.info/2010/12/produccion-de-embriones-in-vitro_25.html
http://www.noticiascientificas.info/2010/12/produccion-de-embriones-in-vitro_25.html
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Figura 10. Microinyeccién de espermatozoide en évulo
(Tomado de: P. Camizzoli. Advanced biotechnologies for
wildlife fertility preservation)

@i‘:

L —

Figura 11. Inyeccién intracitoplasmdtica de un espermatozoide (ICSI).

(Tomado de: Rolddn y Garde, 2004. Los retos

medioambientales del siglo XXI: La conservacién de la biodiversidad en Espafia. Biotecnologia de la reproduccién y conservacion

de especies en peligro de extincién)

8. Transferencia de embriones

La transferencia de embriones es una técnica de reproduccién
asistida utilizada particularmente cuando el nimero de
individuos existentes es muy limitado. Se realiza mediante la
obtencién de embriones que se recuperan del tracto
reproductivo de una hembra donante y se transfieren al tracto
de una hembra receptora, que estd sincronizada
hormonalmente con la hembra donante. El éxito de esta técnica
depende principalmente de la elecciéon de la combinacion
donante-receptora. La primera transferencia de embriones de
mamiferos exitosa fue realizada por Heape a finales del siglo
XIX (Roldén y Garde, 2004).

En especies salvajes, se han obtenido nacimientos en un variado
nimero de especies, siendo el primer éxito conocido, la
transferencia interespecifica de embriones entre la oveja
salvaje “Ovis musimon” y la oveja doméstica “Ovis aries”. A
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partir de ese éxito se han transferido con éxito embriones en
distintas combinaciones de especies salvajes a especies
domésticas, otro ejemplo, es la transferencia de embriones de
gato salvaje africano a gatos domésticos.

Aun con los éxitos logrados, se han registrado casos donde
ocurren reabsorciones tempranas de los embriones, abortos y
malformaciones en fetos, o presencia de problemas en la
hembra receptora durante la gestacién (Roldan y Garde,
2004). Todo esto a causa de incompatibilidades inmunolégicas
entre el embrién y la hembra receptora. El conocimiento de
estos problemas y de los procesos responsables que dieron
lugar al fallo de la técnica, permitirdn que se desarrollen
mejores programas de reproduccién asistida y de clonacién
(Pukazhenthi y Wildt, 2003).
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Figura 12. Transferencia interespecifica de embriones de gato salvaje a gato doméstico (Tomado de: Audubon Nature Institute,

New Orleans, Louisiana, USA).

9. Clonacién

Es una técnica en donde el nicleo de una célula (de un donante)
se intfroduce en una célula sin nicleo (desnucleada), para luego
formar un nuevo embrién (Comizzoli et al., 2000). Existe una
gran controversia respecto a la posible aplicacién de la
clonacién a la conservacién de especies en peligro de extincidn
(Rolddn & Julidn, 2004). Sin embargo, las dificultades de la
clonacién no solo se deben a que la técnica es imperfecta, sino
que el nicleo celular procede de una célula corporal
totalmente desarrollada, en el cual ciertos segmentos de genes

Cerdero (Delly

Figura 13. Procedimiento de clonacién

estén bloqueados (Comizzoli, 2016). El zodlogo alemdn Hans
Spermann en 1869 experimentd con embriones de
salamandra, mediante el suministro retrasado del nicleo,
inhibié parcialmente un 6vulo fecundado (zigoto), es decir el
nicleo celular se desplazé a un lado por estrangulacién, solo
fecundéndose esa mitad (Renneberg, 2008). La técnica de
clonacién comenzé en anfibios hace més de 60 afios, y fue
desarrolldndose en animales domésticos durante los afios 80 y
90’s; culminando con el nacimiento de “Dolly”, el primer
individuo clonado a partir de células adultas (Roldan y Garde,
2004).

(Tomado de: https://1.bp.blogspot.com/-SUEN_-

1_zIQ/UOsZkZ4nTfl/AAAAAAAAA04 /RXi1PiBIIW8 /51600 /clonaci%C3% B3n.png)
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Figura 14. Linea de tiempo sobre animales clonados en Espafia (Tomado de: Grupo Europeo de Etica para Ciencia de la Comisién

Europea y elaboracién propia/ Herber Longés-El pais)

10. Preseleccion de sexo

La determinacién del sexo estd relacionada con la presencia
de los cromosomas sexuales (Castro, 2007). Es posible detectar
el sexo de los embriones obtenidos mediante PCR (Reaccién en
cadena de la polimerasa) y biopsia de blastémeros. En primer
lugar, los embriones se llevan hasta la fase de ocho células.
Luego, de las se refira mediante
micromanipulador, el resto de las células seguird creciendo
normalmente. Después, se procede a extraer el DNA de la
célula individual separada y se retira una regién del
cromosoma “Y”, se procede a una electroforesis, tras marcar
con bromuro de etidio, aparecerd una banda visible de DNA
en caso de que individuo sea macho; de lo contrario, si no
aparece la banda, este serd hembra. De esta manerq, se
podrd obtener de forma selectiva individuos machos o
hembras, segin lo deseado. Este método presenta muchos
inconvenientes en la aplicacién de especies silvestres, ya que
se necesita de una infraestructura compleja y posee una baja
eficiencia. (Rojas et al.,, 2006). Otra técnica utilizada, es la
separacién espermdtica por citometria de flujo de los
espermatozoides X e Y, siendo actualmente el Unico método
eficaz para la obtencién de descendencia de sexo deseado.
Ademds, favorece la posibilidad de seleccién del sexo de las
crias 'y podria contribuir sustancialmente a un mejor
aprovechamiento del espacio disponible para alojamiento del
animal y a una mejor programacién genética de conservacion
en animales silvestres (Roldén y Julidn, 2004).

una células un
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Figura 15. Esquema para sexado del semen (Mejorado de:
https:/ /www.semanticscholar.org/paper/SWISS-%C3%97 -
HOLSTEIN-CROSSBRED-COWS-COMPARED-TO-PURE-
%2C/56a9dc69d19306e5da5096d72b68b205602c93a2)

11. Bancos de ADN y células somadticas

En la actualidad, las células somdaticas sélo han sido destinadas
a la investigaciéon y ain no han sido usadas en procesos de
reproduccién asistida. Sin embargo, se han creado bancos
tanto de ADN, como de células somdticas de especies en
peligro de extincidén, puesto que, en un futuro préximo, se
podrdn utilizar como material clave en técnicas de clonacién
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(Roldén y Gomendio, 2010). La creacién de un banco de
recursos genéticos (GRB) de animales silvestres permitird evitar
la pérdida de la biodiversidad (Comizzoli et al.,, 2000; De
Souza et al, 2011). Un banco genético permite conservar
semen, ovocitos, embriones e incluso tejidos o ADN de
individuos, y asi restablecer una poblacién en particular que
haya desaparecido después de un desastre, o de un episodio
epidémico (De Souza et al., 2011). Segin Andrabi y Maxwell
(2007), si se hubiera establecido un banco de recursos
genéticos, antes de la explosiéon del reactor nuclear de
Chernébil, se habria podido reintroducir especies silvestres que
desaparecieron tras la catdstrofe.

Los biomateriales como tejidos ovdricos y testiculares o
dérmicos son sistemdticamente incluidos en un banco de colecta,
ya que surge la necesidad de conservar a lo largo del tiempo
y del espacio, muestras de animales susceptibles a
desaparecer algin dia (Comizzoli, 2015; Rojas et al., 2006).
El GRB se caracteriza por ser una herramienta mas para el
manejo de la diversidad genética en los programas de
conservacion in y ex situ. (Andrabi y Maxwell, 2007). En el caso
del establecimiento de bancos de recursos gendmicos, la
obtencién de células somdticas diploides puede darse a través
de biopsias, raspados de mucosa bucal o a partir de foliculos
pilosos (Castro, 2007).

Para alcanzar la meta de la creacidén de un banco de células
somdticas, y de ADN, es necesario realizar una colecta de
células. Generalmente, se hacen por una biopsia de la dermis
de la oreja, como lo describen Rojas et al. (2006). La muestra
biolégica asi obtenida serd procesada con materiales estériles
a lo largo del procedimiento. Ademds, se destaca la urgencia
de conservar y desarrollar las células en condiciones parecidas,
sino iguales, a las de las que gozan en su estado natural: pH,
temperatura, nutrientes del medio extracelular, osmolaridad, y
viscosidad entre otros (Castro, 2007). Las células fibroblésticas
obtenidas serdn en un primer paso, evaluadas al microscopio,
como control de la calidad del material genético (Rojas et al.,

2006).
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En su trabajo, Castro (2007) describe el protocolo empleado
en la constitucién de un banco genético del gato guifia
(Oncifelis guigna). Se coloca la muestra en Buffer Fosfato
Salino (PBS) para proceder a su lavado y su fragmentacién en
microfragmentos antes de ser sembradas en medio DMEM con
FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) en placas de
cultivo. La placa es incubada a 38°C, en una atmésfera de 5%
de CO2 (Rojas et al.,, 2006; Castro, 2007). Después de dos
dias, las células son repicadas en un nuevo medio DMEM.
Después de 15 dias de incubacién, se centrifuga el medio
obtenido y se siembra el precipitado. Las células asi obtenidas
serdn congeladas posteriormente en el agente crioprotector
dimetil sulféxido (DMSO) con 10% de suero fetal bovino
(Castro, 2007). Se procede entonces a la congelacién de las
células obtenidas, de manera lenta y progresiva, pasando de
-20°C durante una hora, a -80°C durante otra hora para
finalmente llegar -196°C en NL.

Aunque todavia no se ha logrado, se considera clonar animales
usando fibroblastos conservados en bancos. Se inyectaria
entonces los fibroblastos en el espacio perivitelino de los
ovocitos y, por choques eléctricos, se fusionarian las membranas
nucleares de ambos cuerpos, para asi formar embriones (Rojas
et al.,, 2006).

12. Reproduccion artificial de peces nativos

Desde hace una década se viene ejecutando acciones de
investigacién bdsica aplicada sobre la reproduccién artificial
de las especies icticas nativas en peligro de extincién (Proyecto
Especial Lago Titicaca o PELT, 2018). Son peces del género
Orestia como son: Carachi amarillo (Orestias luteus), Carachi
negro (Orestias Agassi), Ispi (Orestias ispi), Boga (Orestias
pentlandii). Y bagres andinos del género Trichomycterus como
son el Suche (Trichomycterus rivulatus) y el Mauri (Trichomycterus
dispar).
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Figura 16. Colecta de ovocitos y fecundacién artificial en peces nativos (Tomado de: Reproduccién artificial peces nativos del Lago

Titicaca. Produce. Puno. Peru)

Futuros avances

La biotecnologia reproductiva no ha terminado de
desarrollarse, por lo qué se espera que en los préximos afios,
se realicen avances claves en esta dreq, los cuales podrian
permitir lograr los objetivos de los programas de conservacién
de animales silvestres en peligro de extincion.

a) Sexado de los embriones

Uno de los grandes problemas observados en el hdabitat
natural de los animales silvestres es el nacimiento excesivo de
machos en proporcién a las hembras. Esto representa un grave
problema, considerando que la reproduccién de estas especies
se vea afectada por este fendmeno, y por entonces la
conservacion de estos animales. Por eso, se busca mejorar las
técnicas de seleccién de sexo, con el fin de poder controlar el
del embrién, ya que seria una herramienta clave en la
contribucién de los programas de conservacion, balanceando
asi la proporcién de cada género (Pukazhenthi y Wildt, 2004).
En efecto, se sabe que los évulos sélo llevan el cromosoma X,
tanto como la mitad de los espermatozoides, mientras que la
otra mitad lleva el cromosoma Y. Debido a esto, se
concentraria el esfuerzo em separar los espermatozoides con
cromosoma Y de los con cromosoma X, para luego, usarlos en
una inseminacién artificial o fecundacién in vitro, y asi elegir el
sexo del futuro embrién (Roldén y Garde, 2004). Esta
separacion se podria realizar mediante una biopsia de
blastémeros o con el uso de la biologia molecular. Sin
embargo, la citometria de flujo aparece hoy en dia como la
Unica técnica realmente fiable para separar de manera eficaz
ambos tipos de espermatozoides (Rolddn y Garde, 2004). En
el caso de fecundacién in vitro o de inseminacién artificial, se
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puede predecir el sexo en el 82% de los casos (Pukazhenthi &
Wildt, 2004). Finalmente, la gran ventaja de esta técnica es
que los embriones asi sexados podrian ser vitrificados. En
efecto, es sumamente importante tener cuidado con la
proporcién macho/hembra para no crear de manera
involuntaria un desequilibrio de los sexos dentro de una
poblacién (De Souza et al., 2011).

b) Xenoinjerto de tejido ovdrico y trasplante de
espermatogonias

Por ofra parte, en algunos casos, seria interesante
proporcionar a ciertos animales mejor capacidad de
produccién de gametos. El xenoinjerto de tejido ovdrico
consistiria en el trasplante de tejido ovérico funcional de una
hembra a otra, para permitir la generacién de ovocitos de
buena calidad. Este proceso es permitido por el hecho de que
el trasplante se pueda hacer independientemente de la edad,
del ciclo reproductivo o de eventos post-mortem (en caso de
que se tratara de un donador fallecido), como lo relatan De
Souzas et al. (2011). En cuanto a los machos, se busca
trasplantar  células  primitivas,  espermatogonias o
espermatocitos del testiculo de un donador al testiculo de un
animal huésped (Roldén et al., 2004).

Sin embargo, para que se logren estos avances, se necesita
adquirir mds informacién acerca a los procesos reproductivos
propios a cada especie, sobre todo en las primeras etapas del
desarrollo embrionario (Legendre y Locatelli, 2008).
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CONCLUSION

En los Ultimos se ha tomado consciencia de la
desaparicién progresiva e irreversible de varias especies de
animales silvestres. Debido a esto, es de suma importancia,
protegerlas y mejorar las técnicas de reproduccién asistida
existentes en animales silvestres, como la fecundacién in vitro,
la inseminacién artificial y los diversos procesos de
conservacion y preservacion de gametos (siendo necesario en
especies vulnerables para conservar la variabilidad genética).
Ain falta mejorar muchos aspectos con el fin de obtener una
mayor tasa de éxito reproductivo. Ademds, se necesita
enriquecer los conocimientos respecto a las primeras etapas
del desarrollo embrionario de las especies silvestres, la
fisiologia reproductiva en hembras y establecer protocolos
para la reproduccién de cada especie. Por otro lado, cada
avance logrado en el campo de la biotecnologia animal nos
permitird acercarnos a la posibilidad de disminuir el nimero
de especies declaradas en peligro de extincién.
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