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La situacion critica del oso pardo (Ursus arctos) en Espana establece la
necesidad de aplicar diferentes estrategias de conservacion, dentro de las cuales
podemos mencionar la creacion de un banco de recursos genéticos, en colabora-
cion con el parque de la naturaleza de Cabarceno (Cantabria) (Fig. 1). Un banco
de recursos genéticos se puede definir como el almacenamiento, de manera efi-
caz, del material genético para su posterior uso con fines de investigacion y/o
conservacion (en este caso muestras espermaticas con buena calidad y con un
esperado alto potencial de fertilidad).

Figura 1. Oso pardo anestesiado e inmovilizado para la obtencion
posterior de muestras seminales. Foto tomada en el interior del
recinto del Parque de la Naturaleza de Cabarceno (Santander).
Foto: www.diariomontanes.es.

La eficacia de esta herramienta imprescindible depende, en gran medida,
dela adaptacion de los protocolos de congelacion espermatica. El protocolo basi-
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code congelacion de espermatozoides de oso pardo comprende el estudio de mul-
tiples pardmetros diferentes.

En la presente tesis doctoral desarrollada en el grupo ITRA-ULE (Investi-
gacion en Tecnologias de la Reproduccion Asistida de la Universidad de Leon)
(Fig. 2) se planteaba la mejora y evolucion de un protocolo de congelacion de
espermatozoides de oso pardo valorando diferentes experimentos., bien para
muestras obtenidas mediante electroeyaculacion (Anel et al., 2008) o bien con
de origen epididimario (Anel et al., 2011).

7 Laboratorio movas

Figura 2. Parte delos miem-
bros del grupo ITRA-ULE
(Investigacion en Técnicas
de Reproduccion Asistida de
la Universidad de Ledn).
| Foto: Manuel Alvarez-
“ Rodriguez.

Partiendo del conocimiento previo de varios estudios de nuestro grupo
que avalan la centrifugacion de las muestras inmediatamente después de obte-
nerlas mediante electroeyaculacion (Nicolas et al., 2012a), asi como los diluyen-
tes utilizados en el procesamiento inicial de las muestras (Nicolés et al., 2011), el
objetivo de primer punto de esta tesis es el estudio del modo de adicién del agente
crioprotector (glicerol) (Alvarez-Rodriguez et al., 2011). Los resultados de este
primer trabajo permitieron concluir que se pueden llevar a cabo diferentes pau-
tas de adicion del crioprotector (glicerol) sin efecto negativo sobre la calidad
espermatica, constituyendo una aplicacion practica en condiciones de trabajo de
campo: no importa si anadimos el glicerol antes, después o la mitad en cada paso
de la refrigeracion. Complementariamente a este objetivo, se llevd a cabo un
segundo experimento combinado de concentracion de glicerol y rampas de con-
gelacion (velocidad de congelacion de las muestras espermaticas, estudiadas con
el fin de establecer un equilibrio entre el tamafio y cantidad de cristales de hielo
que se forman durante la congelacion) (de Pazet al., 2012). Para ello, con el cono-
cimiento de parte de la composicion basica de los diluyentes de conservacion
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espermatica (Anel et al., 2008; Anel et al., 2010), logramos establecer la concen-
tracion de glicerol ideal para la congelaciéon de espermatozoides de oso pardo
(6%) asi como la rampa de congelacion de -20°C/min, ya que para el rango de 4-
8% de glicerol no importa la rampa de congelaciéon utilizada (-10°C/min,
-20°C/miny-40°C/min).

Un segundo objetivo planteado en la tesis consistio en la adaptacion del
estabilizador de membrana (sustancias capaces de minimizar el dafio sufrido por
los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion) al caso particular
de conservacion de muestras de oso pardo. Si bien la yema de huevo ha sido ruti-
nariamente utilizada en laboratorios de andrologia durante muchos anos (in-
cluido el oso pardo (Anel et al., 2010)), en la bisqueda de alternativas a la yema
de huevo (Alvarez Ridriguez et al., 2012 a), la lecitina de soja no parece ser ade-
cuada como sustituto (para una concentraciéon de hasta el 5%) ya que se obtienen
unas pérdidas tanto en movilidad como en viabilidad muy acusadas. Sin embar-
go, laviabilidad obtenida con los diluyentes de LDL (lipoproteinas de baja densi-
dad) se postulan como buena una opcion sustitutoria de la yema de huevo. Com-
plementariamente, un estudio de la capacidad antioxidante total del medio con-
firma los resultados obtenidos, ya que obtenemos mayores capacidades en las
concentraciones mas altas de LDL (10-15%).

Los diluyentes pueden estar constituidos, ademas de los componentes
béasicos, por aditivos que mejoren la “congelabilidad”, es decir, la capacidad de
los espermatozoides para resistir los dafos sufridos durante la congelacion. Sur-
gi6 la necesidad, por tanto, de estudiar componentes como las proteinas de cho-
que térmico (HSPAS8) (Alvarez-Rodriguez et al., 2012 b). Este estudio permiti6
demostrar el efecto beneficioso de la proteina a muy bajas concentraciones (0,5
ug/mL), contrarrestado por el efecto supresor de la movilidad que ejerce la pro-
teina al llevar a cabo un test de progresion espermatica a través de mucus artifi-
cial (compuesto por acido hialurdnico).

Por ltimo, la recongelacién espermatica (Alvarez-Rodriguez et al., 2012
c: enviado para publicacion en PLOS One) constituye una accion clave en el apro-
vechamiento de los biorecursos, debido al alto valor de las muestras obtenidas en
esta especiey, en general en especies silvestres. Los buenos resultados de calidad
obtenidos, tras el segundo ciclo de congelacion, suponen una confirmacion del
protocolo especie-especifico optimizado que ha desarrollado nuestro grupo a lo
largo delos afios. Ademas, la seleccidon de los espermatozoides con mayor movili-
dad mediante gradientes de densidad, previamente testado por nuestro grupo en
oso pardo (Nicolas et al., 2012b), permite la separacion de subpoblaciones esper-
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maticas con mayor movilidad. En combinacién, recongelacién y selecciéon esper-
maética, estos resultados abren una nueva via de investigaciéon en cuanto a la apli-
cacion de nuevas estrategias biotecnologicas entre ciclos, como el sexado esper-
matico (separacion de espermatozoides X e Y).

En resumen, la optimizacion de las técnicas de valoracion seminal, como
la citometria de flujo (Fig. 3) asi como las investigaciones llevadas a cabo por
nuestro grupo suponen un paso de gigante hacia el conocimiento pormenorizado
de los factores clave en el desarrollo y adaptacion de un protocolo especifico para
la conservacion de espermatozoides de oso pardo.

Figura 3. El autor del presente trabajo de tesis manejando un
equipo portatil de citometria de flujo del grupo ITRA-ULE. Foto:
www.diariomontanes.es.

Reflexion final

Me gustaria hacer mia por un instante la frase de José Vasconcelos: “Un
libro, como un viaje, se comienza con inquietud y se termina con melancolia”. Si
consideramos la tesis como “milibro”, la inquietud de la investigacién y el traba-
jo delaboratorio surgié como una expectativa real en mivida y termina, al menos
por esta etapa, con la melancolia de finalizar un sueno, el de unos padres que han
sudado lo impensable por poder costear mi formacion. iGracias!
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