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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Doctores de Espafa,
Excelentisimas Sefioras Académicas,

Excelentisimos Sefiores Académicos,

Excelentisimas e llustrisimas autoridades,

Seforas y Sefiores,

Querida Familia y Amigos,

Me siento extraordinariamente honrado porque la Real Academia de
Doctores de Espafa haya aprobado con generosidad, reconocerme y
aceptarme entre sus Académicos de Numero, nombramiento al que
espero corresponder como de mi se espera. No obstante, no debo
ocultarles que la satisfaccion y hasta el legitimo orgullo que tal honor me
depara se equilibra, en parte, con la preocupacién que me produce el
considerar la responsabilidad que asumo en estos momentos al compartir
un sitio en esta ilustre Corporacién, por la relevancia y prestigio de las

personalidades que la integran y han integrado.

“De gente bien nacida es agradecer los beneficios que recibe’, narra
D. Miguel de Cervantes Saavedra, en el capitulo XXII de la primera parte
del Ingenioso Hidalgo Don Quijote de la Mancha. Viniendo yo de la
Mancha, y siendo seguro bien nacido, porque ello se lo debo enteramente
a mis generosos padres, en primer lugar, quisiera, en el dia de hoy
manifestar mi gratitud a todos ustedes, sefioras y sefiores académicos, por
haberme permitido pasar a formar parte de esta Institucion, que representa
uno de los maximos exponentes de las Ciencias, las Letras y las Artes de
nuestro pais. Quiero, asimismo, agradecer, por su confianza y apoyo, a los
Académicos que avalaron generosamente mi candidatura para la vacante
en la Seccion de Veterinaria, el Excmo. Sr. Dr. D. Guillermo Suarez

Fernandez, la Excma. Sra. Dra. D® Maria Cascales Angosto, y, muy
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especialmente, al Excmo. Sr. Dr. D. Antonio Bascones Martinez quién,
ademas, tuvo la deferencia y el compromiso de presentarme ante todos
ustedes en la sesidn plenaria de esta Corporacion en la que se decidio el
destino, para los proximos afos, de la medalla nUmero 60 que a partir de
hoy ostentaré en mi calidad de académico de nimero de la Real Academia
Nacional. Agradecido estoy y estaré permanentemente al Excmo. Sr. Dr.
D. José Antonio Rodriguez Montes, quién sin apenas conocerme, me
apoyo, asesoro y orienté de una manera generosa Yy sin fisuras durante
todo el proceso de ingreso en esta ilustre Institucion. También es de
justicia reconocer, y asi debo y quiero hacerlo, el apoyo expreso y
manifiesto a mi candidatura del Excmo. Sefior D. Luis Mardones Sevilla 'y
del Excmo. Sr. D. Amalio de Juana Sarddén, presidente en aquel momento
de la Seccion de Veterinaria. Deseo igualmente mostrar mi mas sincera
gratitud al Excmo. Sr. Dr. D. Arturo Ramén Anadon Navarro por acceder a
la solicitud de esta Institucion para hacerme la laudatio de contestacion al
preceptivo discurso de ingreso, agradeciéndole igualmente su constante
interés y apoyo en la propuesta para mi ingreso en esta Real Academia; le
estoy ademas muy reconocido por su amistad, afecto personal y respeto
gue me ha mostrado desde que nos conocemos. Hago extensivo mi
agradecimiento a cuantos Académicos me otorgaron su voto, debo a todos
ellos la distincidbn y relevancia que supone ocupar un sitial en esta

Corporacion.

Igualmente, quiero manifestar ante ustedes que supone para mi una
enorme ilusion el poder compartir con quienes fueron mis profesores en la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, las
tareas académicas de reflexion, debate y profundizacion dentro del ambito
de actuacion de esta Academia. Ademas, me resulta muy revelador que
precisamente algunos de mis profesores, me hayan otorgado su confianza

para ocupar un lugar entre ustedes.

Dentro de este brillante elenco de docentes a los que me he referido
anteriormente, quisiera hacer una mencién especial a cuatro de ellos, ya
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gue sus lecciones, consejos y cualidades vinieron a marcar desde el inicio
de mis estudios de la Licenciatura en Veterinaria mi vida profesional, y
despertaron mi interés por el fascinante mundo de la Investigacion
aplicada a las Ciencias Veterinarias. Me estoy refiriendo a los
Excelentisimos Sefiores D. Félix Pérez y Pérez, D. Albino Garcia
Sacristan, D. Elias Rodriguez Ferri, y D. Guillermo Suarez Fernandez.
Unas lineas aparte merece el Profesor Guillermo Suarez Fernandez, al
que quiero y debo mostrar mi agradecimiento mas especial, carifioso y
sincero, porgue siempre me ha avalado, acompafado, asesorado y porque
ademas ha sido para mi, desde el principio de los tiempos, un ejemplo de
muchos y grandes valores profesionales y humanos, entre todos estos, me
permito destacar dos fundamentales: la honestidad y la generosidad.
Conoci a D. Guillermo siendo yo estudiante de segundo curso de la
licenciatura de Veterinaria de la UCM, y siendo él por aquellos afios
Decano de la Facultad. Constaté, entonces, su gran personalidad, y su
eficacia al dirigir una institucion cuyo reto era modernizarse e igualarse con
sus homodlogas europeas, lo cual logré. El gran bagaje cientifico del Don
Guillermo Suarez y su vision de que solo la Ciencia de calidad es universal,
atrajo en torno a su figura a un excepcional plantel de jévenes
investigadores veterinarios formados en los centros de investigacion mas
prestigiosos del mundo. Gracias, Don Guillermo, por haber sabido crear el
ambiente de calidad necesario para poner las bases del siglo XXI en

nuestra Facultad.

M| PREDECESOR

Quisiera tener un respetuoso recuerdo para quien sucedo, el Dr. D. Benito
Mateos Nevado que ostentd la medalla nimero 60 de la seccion de
Veterinaria de esta Real Academia Nacional durante casi 15 afios. Es
tradicion y costumbre al uso, realizar una mencion expresa al Académico

gue a uno le ha precedido en la medalla que ustedes me confieren. No
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tuve la oportunidad de conocer al Dr. Mateos Nevado personalmente, pero
si he podido comprobar a través de su obra y referencias, que fue un
académico ejemplar y, humildemente, espero ser digno de lo que
representa ostentar esta medalla. Mi agradecimiento a quienes, junto al
Prof. Mateos Nevado, lograron contribuir a la consolidacion de una
Academia como la que hoy conocemos. Hace casi 20 afios, el Prof. Mateos
Nevado dictaba en esta Academia su discurso de ingreso titulado: “El

hombre y su alimentacién desde su origen al calcolitico”.

El Dr. Mateos Nevado Artero nace en El Real de la Jara, Sevilla, el 18 de
julio de 1933; y fallece en Sevilla, el 27 de octubre de 2013. Fue:
Veterinario del Cuerpo Nacional Veterinario. Premio Extraordinario de
Licenciatura. Premio Nacional Fin de Carrera. Premio Nacional de
Doctorado. Premio Miguel de Cervantes. Investigador del CSIC. Profesor
Numerario de Universidad de Sevilla. Doctor en Veterinaria por la Facultad
de Cordoba. Licenciado en Farmacia por la universidad Complutense de
Madrid. Optico y optémetra por la Universidad Central de Barcelona.
Diplomado en Patologia Ocular por la Universidad de Granada.
Expresidente del llustre Colegio Oficial de Veterinarios de Sevilla.
Fundador y Presidente de la Real Academia Sevillana de Ciencias
Veterinarias de Andalucia Occidental, a la que sirvié durante 37 aflos como
presidente. Y medalla de Oro de la Real Academia Sevillana de Ciencias

Veterinarias de Andalucia Occidental.

Ademas, de académico de numero de esta Corporacion, fue también:
Académico de Honor de la Real Academia Nacional de Veterinaria; de la
Real Academia de Ciencias Veterinarias de Andalucia Oriental; de la Real
Academia de Coérdoba de Ciencias, Bellas Letras y Nobles Artes; de la
Real Academias de Bellas Artes Santa Isabel de Hungria de Sevilla; de la
Academia de Ciencias Veterinarias de Valencia; y de la Academia de

Ciencias Veterinarias de Barcelona.
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Ademas, desempeiid numerosos cargos de responsabilidad en la

administracién local, autonémica y estatal.

Autor de dos Libros, coordinador de 21 libros y autor de diferentes
capitulos en 20 libros. Autor de numerosos trabajos de investigacion en
revistas nacionales e internacionales y de numerosas comunicaciones y

ponencias en Congresos Nacionales e Internacionales.

¢,Cudl seria el colofén final a esta breve exposicién de los méritos de mi
predecesor? Yo diria que es la historia muy resumida y mal hilvanada por
mi, de un hombre de firmes convicciones, de voluntad decidida, que con
tesonera laboriosidad consigui6 abrir el camino que desde siempre tenia
trazado, a pesar de las grandes dificultades que a ello se oponian. Lafey
esperanza que mantuvo le condujeron finalmente al lugar que siempre
deseaba. Buen ejemplo para tantos que se amilanan y desaniman con los
primeros tropiezos y no saben, o no quieren, mantener a ultranza una
ilusién y transformarla al fin en una realidad vivificante. No aspiro yo al
ocupar esa vacante a alcanzar el prestigio de que goza el Dr. Mateos

Nevado.

Concluyo mi presentacién, pero no el capitulo de agradecimientos, al que
retornaré mas adelante, ya que queda pendiente la mencion de personas
y compaferos que han sido fundamentales en el desarrollo de mi

trayectoria profesional y personal.

Con su permiso y sin mas dilaciéon, voy a abordar el tema de mi discurso

de ingreso.

EL DISCURSO: NUEVOS Y ANTIGUOS RETOS DE LA
ESPERMATOLOGIA VETERINARIA

JUSTIFICACION DEL TEMA ELEGIDO

La eleccién del tema de un discurso no es facil, tampoco lo ha sido en esta

ocasion. He pues que me encontré hace unos meses ante la dificil tarea
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de elegir un tema para mi ingreso en esta Real Academia. Pensé
inicialmente en algo afin a lo que ha venido siendo mi actividad profesional
principal en los dltimos cinco afios como Vicerrector de Investigacion y
Politica Cientifica de la Universidad de Castilla-La Mancha: la
financiacion de la I+D+i en el marco de las politicas europeas,
nacionales y regionales de investigacion y desarrollo, pero pronto me
di cuenta de que tratando este tema podria caer en el riesgo de elaborar
un discurso demasiado teorico y tal vez, un tanto impersonal, ademas de
con un cierto trasfondo pesimista. He de reconocer en este momento,
porque asi corresponde hacerlo, que las conversaciones mantenidas con
los académicos de NUumero, el Excmo. Sr. Dr. D. Pedro Rocamora Garcia-
Valls y el Excmo. Sr. Dr. D. Emilio Espinosa Velazquez, presidente de la
Seccion de Veterinaria, fueron de una influencia vital sobre la decision final
adoptada. Los discursos de ingreso han representado y representan el
compromiso formal que, a lo largo de los tiempos, han hecho tribuna de
cultura a la vez que reflejo de la personalidad investigadora y humana de
los Académicos de Numero de la Real Academia Nacional de Doctores de
Espafa, ya que reflejan su particular concepto de la tematica propia y
especifica de su area de competencia, a la vez que incorporan la individual
y responsable aportacion al desarrollo y mejor conocimiento del magisterio
universitario de su autor. Asi, tras sopesar diversas opciones, decidi
abordar un tema relacionado con mi linea principal de investigacion desde
hace ya mas de 25 afos: la Espermatologia y sus aplicaciones a las
Ciencias Veterinarias. Ademas, y si bien en otras ocasiones habria
elegido para un discurso de esta naturaleza, sin necesidad de mas
justificaciones, aspectos de mi investigacion sobre el gameto masculino,
gue tantas satisfacciones me ha producido en largas horas de laboratorio
y en donde he podido aprender de mis maestros, pero también de quienes
nos suceden; decidi abordarlo para un acto como el de hoy por, al menos,

otros tres motivos resenables:
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1. Para contribuir a rendir un pequefio homenaje académico y cientifico
a la figura del Dr. Pérez-Garcia, Académico de esta corporacion
hasta que fallecié ahora hace cuatro afios, uno de los pioneros de la
inseminacion artificial ganadera en Espafia. Ademas, D. Tomas fue
director del Patronato de Biologia Animal, en cuyos laboratorios e
instalaciones se impulsé de manera decisiva en base a un desarrollo
cientifico profundo la inseminacién artificial ganadera en nuestro
pais. Lugar, el Patronato como tal, 0 mas tarde como Departamento
de Reproduccion Animal del INIA, al que ha estado vinculada, de
alguna manera, la formaciéon de los grandes espermatdlogos
veterinarios de nuestro pais, entre los cuales humildemente quisiera
incluirme, no tanto por mis méritos, sino por mi maestra, la que fue

mi directora de tesis la Dra. Isabel Vazquez.

2. Para poner en valor la actividad investigadora de grupos de
investigacion que llevan trabajando en nuestro pais en esta tematica
desde hace mas de 35 afios, y que aportan constantemente grandes
avances de transcendencia cientifica internacional desde la
Espermatologia espafiola. Grupos de excelencia cientifica, con gran
proyeccion internacional, y con una alta capacidad para la formacion
de jovenes investigadores y para la publicacion de articulos
cientificos en revistas internacionales de alto impacto. Grupos que,
ademas, han realizado una investigacion basica de calidad que ha
acabado aplicandose al sector ganadero, transfiriendo una parte
muy importante del conocimiento generado a empresas e industrias

nacionales e internacionales.

3. Para poder ilustrar, el mismo, con los resultados mas relevantes
encontrados por nuestro grupo de investigacion en esta materia
cientifica. Los mayores esfuerzos investigadores en los ultimos

quince afios de mi carrera se han centrado en el estudio y en la
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aplicacion de la Biotecnologia Espermatica a la gestion y
conservacion de especies silvestres de mamifero. En concreto gran
parte de estos esfuerzos y proyectos se han desarrollado en el
ciervo y entre la amplia variedad de aspectos posibles de ser
tratados con la rigurosidad cientifica necesaria, hemos obtenido
resultados, empleando estas especies silvestres como modelo, que
considero han contribuido al conocimiento y avance de la
Espermatologia veterinaria en nuestro pais. Ademas, los hallazgos
encontrados durante el estudio de los parametros espermaticos de
las poblaciones naturales de ciervo, han tenido una enorme
importancia para la identificacion de mecanismos reproductivos
basicos que no habian sido identificados en especies ganaderas o
en la especie humana. Estos resultados seran brevemente

comentados al final de este discurso.

Todos los argumentos expuestos, fueron los que me llevaron a inclinarme
por la Espermatologia como tema para mi discurso de ingreso en el dia de
doy, dejando para otro momento de esta Academia el abordaje de las
politicas publicas de 1+D+1 y su relacion con las actuales tendencias de
financiacion de la Investigacion y el Desarrollo en el actual contexto de la
Unién Europea, fruto de la experiencia de mis ultimos 5 afios en el mundo

de la politica cientifica y la gestion universitaria.

La labor de investigacion que pasaré a presentarles a continuacion es
obviamente una obra conjunta, tal como queda refrendado en los listados
de autores de las referencias que la avalan. Ademas, algunos de los
resultados que narraré son fruto de la colaboracién entre nuestro grupo de
investigacion de la Universidad de Castilla-La Mancha, y otros cuatro
grupos de investigacion nacionales. Me estoy refiriendo a los grupos de
Ecologia y Biologia Reproductivas del Museo Nacional de Ciencias
Naturales (CSIC), liderado por el Dr. Roldan; al Grupo de Investigacion en

Técnicas de Reproduccion Asistida de la Universidad de Ledn, liderado
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por el Dr. Anel; al Grupo de Investigacion de Reproduccion Animal de la
Universidad de Murcia, liderado por el Dr. Martinez; y al Grupo de
Espermatologia y criopreservacion del INIA, liderado por el Dr. Santiago-
Moreno. A todos ellos, y a los integrantes de sus respectivos equipos les
agradezco su entrega y compromiso. Ademas, a ellos cuatro, les

agradezco su especial amistad.

Asi me encuentro ante este Excelentisimo auditorio con este tema que he

titulado: Nuevos y antiguos retos de la Espermatologia Veterinaria.

INTRODUCCION

La Espermatologia engloba el estudio cientifico de los espermatozoides y
de las secreciones seminales, analizando entre otros, aspectos relativos a
su Histologia, Fisiologia y Embriologia. Igualmente contempla la aplicacion
de los diferentes procesos tecnolégicos que permiten el empleo y la
manipulacion de los gametos masculinos por medio de las diferentes
técnicas de reproduccion asistida. La Espermatologia Veterinaria hace
referencia a la aplicada al estudio, conservacion y manipulacion de los

gametos masculinos de las especies de interés ganadero o zootécnico.

Actualmente, es sobradamente reconocido por la comunidad cientifica
internacional que el espermatozoide es una célula altamente especializada
y diferenciada que para cumplir su funcion debe, después de ser eyaculado,
experimentar una serie de cambios en el aparato genital femenino que le
aporten su capacidad fecundante. Estos cambios se conocen con el nombre
de capacitacion espermética y van a desencadenar a su vez, otras dos
modificaciones sobre el gameto masculino, la hiperactivacion y la reaccion

acrosomica.

No obstante, conviene recordar que el término esperma deriva del griego
“sperma” que significa semilla. En 1637, fue el comerciante holandés

Antonie van Leeuwenhoek el primero en reconocer espermatozoides vivos
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en los eyaculados y en documentar que los mismos tenian cabeza y cola
movil, y lo hizo con el uso de lentes y microscopios artesanales. Aunque
tal hallazgo, resulto inicialmente muy controvertido, el mismo posibilito el
desarrollo de la teoria celular. Teoria que promulgé que los organismos
vivos estaban constituidos por células, que las nuevas células eran
generadas como consecuencia de la division de las antiguas, y que las
células constituian los elementos esenciales y basicos de la estructura de
los tejidos, oOrganos y organismos. Posteriormente, en 1694, otro
microscopista holandés, Nicolaas Hartsoeker, empleando las lentes
disefiadas por su compatriota, y debido a la poca resolucion de las
mismas, intuyo reconocer que las cabezas de los espermatozoides eran
hombres completos en miniatura, a los que denomino “homunculos” o
“animaculos”. Este hecho potenci6 y reavivo la teoria Espermista dentro
del Preformacionismo para explicar la generacion de los nuevos
individuos. Esta teoria biologica defendia que el desarrollo del embridn
procedia del crecimiento de un individuo que ya estaba preformado, en
este caso en el espermatozoide. Casi 200 afios mas tarde en 1876, Oscar
Hertwig, un zoologo aleman fue el primero en describir el proceso de la
fecundacién, empleando para ello el modelo del erizo de mar. La
fecundacion es el proceso por el cual dos gametos haploides, el
espermatozoide y el ovocito, se unen para producir un nuevo individuo
genéticamente distinto a sus progenitores. Este hallazgo, entre otros, fue
el responsable de que la anterior teoria dejara de tener vigencia. Setenta
y cinco aflos mas tarde, se describié que los espermatozoides de la
mayoria de las especies de mamiferos, madurados en el epididimo y
eyaculados no estaban aun capacitados para fecundar. Dicha capacidad la
adquieren, después de permanecer durante algun tiempo en el tracto genital
femenino y experimentar una serie de cambios que afectan a la composicion
y estructura de su membrana plasmatica. Este fendmeno fue referido
inicialmente por Chang y Austin, en 1951, de forma independiente; siendo

denominado por este ultimo como capacitacion espermatica. Hasta finales
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de la década de los sesenta la capacitacion se definia como el tiempo que
los espermatozoides debian residir en el aparato genital de la hembra para
poder atravesar las distintas envolturas que recubren al ovocito y fusionarse
con él. Actualmente se sabe que la capacitacion es un proceso de
desestabilizacibn de las membranas espermaticas con eliminacion o
alteracion de sustancias adsorbidas o integradas en la membrana
plasmatica, que ocasiona un influjo de bicarbonato y calcio al interior de la
célula espermética. Estas modificaciones originadas durante la capacitacion
van a desencadenar dos hechos imprescindibles para la fecundaciéon. En
primer lugar, se produce un cambio en el patron de movimiento,
incrementandose la actividad del flagelo espermatico, acontecimiento que
fue descrito por primera vez en el hamster dorado por Yanagimachi en 1970,
el cual lo denomind hiperactivacion. En cuanto al segundo aspecto
consecuente a la capacitacion, la liberacién del contenido del acrosoma
mediante un proceso de exocitosis denominado reaccion acrosémica fue
descrito por primera vez en 1967 por Barros y colaboradores, e implica la
formacion de multiples puntos de fusién entre la membrana plasmética y la
membrana acrosomal externa, originandose: la formacion de pequefias
vesiculas, la eliminacion de la matriz acrosomal y la exposicion de la

membrana acrosomal interna.

Por otra parte, el desarrollo del microscopio convencional permitié el
estudio de las muchas diferencias en tamafio y forma de los
espermatozoides de diferentes organismos, pero no fue hasta el desarrollo
de la microscopia electronica cuando se relatd con gran precision la
naturaleza y organizacion de los componentes del espermatozoide. A su
vez, se han ido desarrollando estudios bioquimicos que han permitido
identificar las enzimas responsables de la produccién de energia
necesaria para el movimiento del flagelo, asi como la mayoria de proteinas

del acrosoma, nucleo y flagelo.
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EL ESPERMATOZOIDE OBJETO DE ESTUDIO DE LA
ESPERMATOLOGIA

El espermatozoide es, por tanto, el producto final del proceso de
espermatogénesis, producido a través de sucesivas fases mitéticas,
meidticas y post-meidticas en los tabulos seminiferos de los testiculos.
Auln, existiendo excepciones, por lo general el espermatozoide se divide
en dos partes bien diferenciadas e independientes: la cabeza y el flagelo.
Este ultimo a su vez se divide en cuello, pieza intermedia, pieza principal
y pieza terminal. Por tanto, si por algo se caracterizan las células
espermaticas es por la gran compartimentacion de su estructura. El
espermatozoide tiene una morfologia polarizada y su superficie esta muy
diferenciada y subdividida en regiones que se diferencian en compaosicion
y funcion. La polarizacién entre la cabeza y el flagelo es su divisibn mas

evidente.

En esta seccion del discurso detallaremos la estructura del
espermatozoide, su composicion y los mecanismos que regulan su
funcién. Concretamente nos centraremos en la organizacion vy

composicion de la cabeza y la cola espermaticas.

Cabeza Espermatica

La cabeza del espermatozoide de mamifero contiene el ndcleo y el
acrosoma rodeado de componentes del citoesqueleto y el citoplasma. El
acrosoma rodea la parte apical del nucleo y entre este ultimo y el acrosoma

y entre el acrosoma y la membrana hay, citoplasma y citoesqueleto.

Aunque en la mayoria de las especies los espermatozoides son uniformes
en forma y tamafio, en los humanos mas de un tercio de los

espermatozoides son anormales.
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En cuanto al nucleo espermatico, en el espermatozoide la cromatina esta
altamente condensada, hasta trece veces mas que en el ovocito y el
volumen nuclear es considerablemente menor que en las células

somaticas, aproximadamente en un 15%.

En relacion a las proteinas nucleares, los espermatozoides de mamifero
tienen dos tipos importantes: protaminas e histonas. Las protaminas son
las predominantes y estdn compuestas entre 27 y 65 aminoacidos, siendo
ricas en aminoacidos basicos como la arginina y la cisteina. En humanos
y en raton hay dos tipos de protaminas que son esenciales para la

fecundacion.

En el espermatozoide maduro, la replicacion y transcripcion terminan
cuando se sustituyen las histonas por dos tipos de protaminas: P1y P2,
respectivamente. Ademas de inactivar las funciones del ADN, la
incorporaciéon de las protaminas permite un empaquetamiento mayor,
haciendo que el ndcleo espermatico tenga un volumen estimado de
aproximadamente la sexta parte del nacleo de una célula somética. Una
vez que el nucleo del espermatozoide ha entrado en el ovocito, el ADN tan

altamente empaquetado debe descondensarse.

En los ultimos afios, se ha demostrado que en el espermatozoide también
hay ARN. Asi, se ha evidenciado en espermatozoides eyaculados de

ratén, hombre y toro la presencia de ARNm, ARN antisentido y microARNSs.

El flagelo espermaético

Los componentes principales del flagelo son el axonema, las mitocondrias,
las fibras densas externas y la vaina fibrosa. EI movimiento del flagelo esta
producido por la flexion de su eje, llamado axonema. El axonema esta
formado totalmente por microtlibulos y por sus proteinas asociadas,
estando constituido por dos microtubulos sencillos rodeados por nueve

microtubulos dobles. Cada miembro del par de microtubulos sencillos (el
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par central) es un microtubulo completo pero cada uno de los dobletes
exteriores estd compuesto por un microtibulo completo y un microtibulo
parcial fusionados (microtubulos Ay B), de tal forma que ambos comparten
una pared comun. Los microtubulos estan compuestos por dimeros de 13-
tubulina (56 KDa) y a-tubulina (54 KDa). Los microtubulos del axonema
estdn asociados a proteinas, entre la que destaca la dineina, cuyas
cabezas interaccionan con los microtubulos adyacentes y generan una
fuerza de deslizamiento entre microtabulos. La dineina tiene un dominio
motor que hidroliza ATP para desplazarse a lo largo del microtubulo y una
cola que trasporta carga. Otras proteinas asociadas son las Tektinas,
proteinas del citoesqueleto asociadas a microtubulos y que se expresan
en las espermétidas. Al menos se han identificado 5 tektinas en los
espermatozoides de mamifero. Por ejemplo, la TEKT2 se localiza en el
axonema de tal modo que alteraciones en el gen que codifica para esta
proteina dan lugar a ratones estériles por poseer espermatozoides con

flexion flagelar y motilidad reducida.

Las mitocondrias espermaticas son alargadas, aplanadas y dispuestas en
circunferencia de extremo a extremo formando una vaina helicoidal que se
enrolla alrededor de las fibras densas. El niumero de hélices, de vueltas en
espiral y de longitud de la pieza intermedia varia entre especies. La
organizacion de la vaina mitocondrial es uniforme en la mayoria de las
especies, pero el niumero preciso de mitocondrias difiere entre especies.
En la vaina mitocondrial existen otras proteinas que favorecen el
mantenimiento normal de su estructura como la glutation peroxidasa. La
SPATA19 (sperginl) se localiza en la pieza intermedia y est4 asociada a

la vaina mitocondrial como una molécula adhesiva.

Las fibras densas externas son estructuras del citoesqueleto que

solamente se encuentran en las colas espermaticas de los vertebrados.

Son importantes para la estabilidad de la cola, asi como apoyan el batido

flagelar, pero no parecen estar involucradas en la motilidad de forma

activa. Se trata de nueve fibras localizadas entre la vaina mitocondrial y el
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axonema en la pieza intermedia rodeadas por la vaina fibrosa en la pieza
principal. Las fibras recorren longitudinalmente la longitud de la pieza
intermedia y la mayor parte de la pieza principal del flagelo, y se unen al
doblete de microtubulos del axonema. Las fibras densas externas (ODF)
estan constituidas por dos proteinas principales (ODF1 y ODF2), que a su
vez estan asociadas a otras muchas. Ademas, rodeando a las fibras
densas externas, se encuentran las fibras satélites que parecen separar la
estructura de las ODF. La funcion de las fibras densas externas es mejorar
la flexion de la cola y/o la proteccién de la cola del espermatozoide contra
las fuerzas de cizalladura encontradas durante su paso por el epididimo,
transporte y eyaculacion. Son importantes también para la estabilidad y el
retroceso elastico de la cola de los espermatozoides, asi como para el

apoyo del batido flagelar, pero no estan involucradas en la motilidad activa.

El anillo de Jensen esté localizado en la unién entre la pieza intermedia y
la pieza principal del espermatozoide maduro. Es esencial para la

estructura y la integridad mecéanica del flagelo.

La vaina fibrosa define la extension de la pieza principal, con diferencia el
segmento mas largo del flagelo. Es una estructura del citoesqueleto que
es, probablemente Unica en el flagelo de espermatozoides de mamiferos
y en los de algunas aves. Situada justo bajo la membrana plasmatica y
unida al anillo, es un cilindro que se va estrechando formado por dos
columnas longitudinales conectadas por nervios en circunferencia. Las
columnas estan formadas por estructuras filamentosas orientadas
longitudinalmente que discurren unidas a las fibras 3 y 8. En cuanto a su
composicion, la vaina fibrosa es muy resistente y contiene puentes
disulfuro que contribuyen a su estabilizacion. Parece ser que hay mas de
20 proteinas que estan localizadas en la vaina o cerca de ella en los
espermatozoides de mamiferos. En cuanto a su funcioén, la vaina fibrosa
sirve como una estructura mecano-elastica implicada en dar forma a la
onda flagelar. Ademas, sirve de estructura para las enzimas glucoliticas y
los componentes de la cascada de sefializacion mediada por la
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fosforilacion de tirosinas, desempefia un papel en la regulacion de la
motilidad espermatica, y participa en la maduracion, capacitacién e

hiperactivacion.
ESPERMATOZOIDES Y TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Desde hace muchas décadas, viene resultando de interés utilizar por
medio de diferentes técnicas de reproduccion asistida, espermatozoides
de mamifero sometidos a diferentes procedimientos tecnoldgicos. Los
motivos (zootécnicos, sanitarios, de manejo, conservacionistas y de
bienestar animal) por los que los espermatozoides han sido procesados,
manipulados y empleados en diferentes procesos biotecnolégicos en el
pasado, siguen teniendo vigencia en el Siglo XXI. Entre los procedimientos
tecnoldgicos a los que se puede someter a los espermatozoides podemos
citar los siguientes: refrigeracion, congelacion, sexado, enriquecimiento, y
a veces a varios de ellos de forma casi simultdnea. Todos ellos con
aplicaciones de gran alcance para la conservacion de la biodiversidad
animal y para la produccidon y mejora genética en especies de interés
econdmico. Sin embargo, los espermatozoides son células muy
especializadas y a la vez muy sensibles. Por ello, todos los procedimientos
tecnolégicos anteriormente citados producen dafios, a veces
microlesiones, en los espermatozoides, que sin duda afectan a sus
propiedades, pudiendo comprometer al final su capacidad fecundante v,

por tanto, el proceso reproductivo.

Existe una gran variedad de biotecnologias reproductivas desarrolladas
hasta el presente o en proceso de desarrollo que contemplan el empleo de
espermatozoides. Las tecnologias mas desarrolladas en animales
incluyen la obtencion y congelacion del semen, la inseminacion artificial, y
la fecundacion in vitro. A continuacion, se describe brevemente el estado

actual de todas ellas.

1) Obtencién y congelacion de semen

30



La obtencion de semen en animales silvestres representa en si misma una
considerable dificultad. En animales domeésticos se ha recurrido al
entrenamiento de los machos para poder obtener semen de forma rutinaria
mediante el empleo de una vagina artificial, o0 mediante el empleo de la
recogida manual. En animales no acostumbrados al manejo humano es
necesario recurrir a la obtencibn de semen mediante técnicas de
electroeyaculacion bajo anestesia quirdrgica. Esta técnica es segura, con
riesgos minimos, y se ha empleado ya en muchas especies animales. En
nuestra experiencia con ungulados no se ha encontrado inconveniente
alguno y se ha utilizado en forma reiterada sobre los mismos individuos sin
consecuencias negativas, lo cual es importante ya que, en numerosas
ocasiones, interesa realizar recogidas repetidas de semen en cada macho
con el fin de conservar un elevado nimero de muestras para su utilizacion

futura.

Es también posible obtener espermatozoides a partir de animales muertos.
Asi, pueden recuperarse espermatozoides viables del epididimo hasta
varias horas (0 unos pocos dias) después de la muerte. Esta posibilidad
tiene grandes ventajas a la hora de conservar material genético de
especies muy amenazadas (como, por ejemplo, el lince ibérico) en las que
lamentablemente no es inusual encontrar animales atropellados en las
carreteras. También puede ser de gran utilidad para disponer de una
buena representacion de germoplasma de especies de las que se obtienen
muestras como resultado de la actividad cinegética (por ejemplo, el ciervo
ibérico). Los espermatozoides obtenidos del epididimo pueden
suspenderse en una solucién salina o en medio de cultivo y se procesan y
emplean de manera similar a los obtenidos mediante electroeyaculacion.
Dentro de esta linea, nuestro grupo de investigacion ha obtenido
descendencia viva en ungulados silvestres mediante la aplicacion por
inseminacion artificial de muestras espermaticas recuperadas del

epididimo de machos que llevaban muertos mas de cuatro dias.
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La congelacion del material espermatico presenta un gran namero de
ventajas. Entre ellas destacamos las siguientes: preservacion y uso de
germoplasma sin limitaciones en el tiempo y en el espacio, prevencion de
riesgos sanitarios al poder transportar germoplasma congelado en lugar
de trasladar animales vivos, y mejor manejo del espacio ya que permite la
conservacion indefinida del material genético sin necesidad de ocupar
grandes espacios en los programas de cria. Ademas, permite el
intercambio de material genético entre individuos que estén muy alejados
geograficamente, siendo este hecho de especial interés de cara a
disminuir la consanguinidad en poblaciones fragmentadas de especies en

peligro de extincion.

El proceso de criopreservacion o congelacion espermatica no es un
procedimiento igualmente exitoso en todas las especies animales,
existiendo ademas grandes diferencias individuales en la resistencia de los
espermatozoides a la congelacién dentro de una misma especie o raza.
Por otro lado, en individuos de especies o0 razas amenazadas, la eficacia
de la congelacion espermatica puede verse aun mas afectada por las
elevadas tasas de consanguinidad que presentan algunos de estos
animales. En los machos de estas especies, la importancia de conservar
germoplasma del mayor nimero posible de animales, obliga en ocasiones
a congelar semen de una muy mala calidad inicial, hecho que condiciona
al desarrollo de protocolos de congelacién espermatica individualizados

para cada individuo.

La congelacion del semen de rumiantes, resulta mas compleja que la de
otras especies animales, debido fundamentalmente a las caracteristicas
bioquimicas y morfolégicas de los espermatozoides de estos animales.
Ademas, el empleo de la criopreservacién del material seminal y su uso
mediante inseminacion artificial ha sido desarrollado en la mayoria de las
especies domésticas, no presentando, sin embargo, el mismo progreso en

las especies de animales silvestres.
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El dafio que experimentan los espermatozoides durante Ia
criopreservacion ha sido atribuido a diversos factores, entre los que
destacamos los siguientes: cambios en la temperatura, formacion de
cristales de hielo, estrés oxidativo, alteraciones en las membranas
espermaticas, dafio en el ADN, toxicidad a los crioprotectores y estrés
osmotico. Estos dafios pueden verse disminuidos mediante la eleccion de
un diluyente de congelacién adecuado. Para especies silvestres se han
usado diluyentes adaptados a partir de otros de especies domésticas, con
pocas 0 ninguna modificacion. Teniendo en cuenta las diferencias y
problemas anteriormente expuestos, a lo largo de los ultimos afios se han
ido optimizando los protocolos para tener diluyentes especificos
disponibles no solo para cada especie, sino también para cada tipo de

muestra, dependiendo de su origen (eyaculada o epididimaria).

Durante la congelacion, el enfriamiento se produce a velocidades finitas
(lentas o rapidas). La velocidad de congelacion 6ptima es aquella en la cual
la célula puede perder agua y al mismo tiempo se observa la maxima
supervivencia celular. Dicha velocidad es diferente en funcién de la especie

animal donante de los espermatozoides.

La viabilidad espermatica tras la congelacion puede verse comprometida
dependiendo de la composicion de los diluyentes de congelacion,
indicando este hecho la importancia de la misma en el proceso de

criopreservacion.

Diversos componentes del diluyente, como el crioprotector, la yema de
huevo, los azucares, las sustancias tampon y otros aditivos, pueden
interactuar, frecuentemente de un modo especifico, haciendo que la
formulacion idonea de dichos diluyentes sea muy diferente para

congelaciéon espermética de unas especies a otras.

En los protocolos de criopreservacion espermatica se suele incluir una fase
inicial de refrigeracion, en la que la temperatura de la muestra se disminuye

desde temperatura ambiente (o desde la temperatura corporal del animal)
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hasta 5°C. Esta fase es especialmente critica ya que los espermatozoides
son muy sensibles a una reduccion rapida de la temperatura durante este
proceso, pudiendo generar una situacién conocida como “choque frio”. Los
signos mas obvios del choque frio incluyen pérdida de movilidad, de la
integridad de las membranas espermaticas y del funcionamiento celular. El
llamado choque frio puede reducirse variando las tasas de enfriamiento
antes de la congelacion y/o mediante la incorporacion sustancias como la
yema de huevo en los diluyentes. Sin embargo, a pesar de que la yema de
huevo ha sido descartada como un factor inductor de la capacitacion, un
aumento de la concentracion de la misma en el diluyente de
criopreservacion podria provocar la desestabilizacion de la membrana,
aumentando el dafio acrosomal tal y como ha sido demostrado en los
altimos afios en semen de porcino y ovino. Igualmente, se ha comprobado
gue este problema puede solventarse disminuyendo la concentracién de
yema o de los constituyentes de la misma, sin que la supervivencia

espermatica y la fertilidad disminuyan.

La sensibilidad de los espermatozoides al choque frio puede verse
afectada también por la porcion del tracto genital de la que procedan las
muestras espermaticas. En este sentido, ha quedado demostrado en
diferentes especies que los espermatozoides eyaculados son mas
susceptibles al choque frio que los epididimarios. Incluso, se ha observado
gue los espermatozoides procedentes del epididimo proximal son mas
resistentes al choque frio que los de la cola y los eyaculados, sugiriendo
gué durante la maduracion espermatica, ocurren cambios en dichas
células que las hacen mas susceptibles al choque frio, incluyendo la

pérdida de fosfolipidos de membrana.

Los crioprotectores protegen a las células durante la congelacion de

consecuencias como la formacion de cristales. Por tanto, y aunque son

esenciales para la proteccion contra el dafio que se produce en las células

durante la criopreservacion, los mismos pueden ser nocivos para las

células espermaticas, incluso a bajas concentraciones. Las causas del
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dafio producido por los crioprotectores sobre los sistemas biologicos

pueden ser; osmoticas, bioquimicas, o fisicoquimicas.

La eleccion del crioprotector parece haberse basado en pruebas
ensayo/error, debido a que no hay una explicacion completa y satisfactoria
de la accion de los mismos sobre las células espermaticas. Se ha probado
la eficacia de muchos compuestos como crioprotectores. El glicerol, junto
con otras sustancias como el metanol, etilenglicol, propilenglicol y el dimetil
sulfoxido (DMSO), pertenecen a un grupo de crioprotectores que son
permeables a la membrana celular. El glicerol es el mas utilizado desde
gue se demostr6 su eficacia a finales de los afios cuarenta por Polge y
colaboradores, aunque en casos concretos, otros crioprotectores dan lugar
a mejores resultados; como, por ejemplo, el DMSO para la congelacion de

espermatozoides de conejo.

Por otro lado, la temperatura de adicion del crioprotector parece influir
sobre los resultados de viabilidad celular tras la descongelaciéon. De este
modo, se ha sugerido que la toxicidad celular es menor afadiendo el
crioprotector a 5°C para el caso concreto del morueco, mientras que esta
temperatura tiene consecuencias nocivas para los espermatozoides
humanos, siendo mas adecuado afiadirlo a 22°C. Para otras especies de
ungulados se ha propuesto la adicion a 22°C como la mas adecuada y
menos lesiva. Por lo tanto, los efectos del glicerol en el medio
citoplasmatico parecen ser especificos de especie e incluso, podrian
afectar de forma diferente a las distintas regiones subcelulares. Ademas,
existe una concentracion Optima de crioprotector en el medio de
congelacién segun la especie. Asi, el rango Optimo para congelar
espermatozoides de morueco oscila entre 4-6%, apareciendo el dafio
celular al sobrepasar el 8%. Por otro lado, la motilidad de los
espermatozoides de verraco se mantiene mejor tras la criopreservacion en
diluyentes que contienen un 3-4% de glicerol, aunque sus acrosomas se

dafian a concentraciones tan bajas como 1-2%. Para la congelacion de
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muestras espermaticas epdidimarias de ciervo, se ha propuesto por

nuestro grupo de investigacion, un 6% de glicerol como la mejor alternativa.

Ademas del dafio producido por los crioprotectores permeables, se debe
tener en cuenta el efecto perjudicial de los solutos presentes en el diluyente
durante la congelacién en si, puesto que los mismos, someten a las células
espermaticas a una situacion de estrés osmoético. Dicho estrés supone uno
de los efectos mas nocivos durante la criopreservacion. Los cambios
osmoticos pueden producirse gradual o rapidamente, dependiendo de la
velocidad de enfriamiento, de si se producen o no cristales de hielo y del
meétodo de adicidon del crioprotector. Estos cambios pueden provocar que
los espermatozoides se vuelvan inmoviles, pero aun, asi retienen el
potencial para la motilidad y la fertilidad. Ademas, estos cambios dan lugar
a dos factores estresantes que pueden confundirse: la osmolalidad final
alcanzada por las células y la diferencia osmatica entre el interior y el

exterior celular.

Durante el proceso de congelacion y posterior descongelacion, los
espermatozoides experimentan procesos de deshidratacion 'y
rehidratacion. Estos procesos tienen gran influencia en la resistencia de los
espermatozoides a la criopreservacion, ya que la deshidratacién disminuye
el peligro de formacion de cristales intracelulares de hielo, aunque una
excesiva deshidratacion puede tener también efectos deletéreos. De este
modo, si durante la congelacién aumenta mucho la osmolaridad del medio
en los remanentes de agua sin congelar por la acumulacion de solutos, las
células esperméticas pueden quedar expuestas a estas altas presiones
osmoticas produciéndose fendbmenos de cambios de pH vy

desnaturalizacion de proteinas.

Por todo ello, ajustar la osmolalidad del medio de congelacion ha tenido
siempre especial relevancia en este proceso biotecnologico y por ello, se

ha estudiado en muchas especies.
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Los medios para la criopreservacion espermatica estan disefiados para ser
aproximadamente isotdnicos con el semen, minimizando asi los dafios

producidos por el metabolismo espermatico y mejorando la supervivencia.

Los azlcares son un componente esencial en los diluyentes de
congelaciéon. En muchos estudios se ha demostrado que la adicion de
azucares al medio provoca un aumento en la viabilidad a la post-

descongelacion de las células espermaticas de mamifero.

Los azucares tienen varias funciones en el medio: proporcionan sustratos
energéticos para las células esperméticas durante la incubacion,
mantienen la presion osmoética del diluyente y funcionan como
crioprotectores. La habilidad crioprotectora de los azlUcares depende de su
peso molecular y del tipo de tampdn utilizado. Ademas, los azlcares
podrian jugar un papel clave en la prevencion de alteraciones en la
membrana durante situaciones de deshidratacion. El efecto positivo de los
azucares sobre la viabilidad espermatica a la descongelaciéon ha quedado
demostrado en la congelacion de espermatozoides de numerosas

especies de mamiferos.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es que los procesos de
enfriamiento, congelacién y posterior descongelacién producen estrés
tanto a nivel fisico como quimico en las membranas espermaticas,
reduciendo la viabilidad espermatica y su capacidad fecundante. El estrés
guimico se debe a la produccion de radicales libres del oxigeno (ROS).
Este hecho se ha demostrado en espermatozoides humanos, de toro y de

raton.

La criopreservacion aumenta la generacion de ROS, produciendo dafio en
el ADN espermaético, alteraciones en el citoesqueleto, inhibicion de la
fusibn espermatozoide-ovocito, ademas de afectar al axonema
espermatico, lo que produce una pérdida de motilidad. Estos dafios y

alteraciones pueden derivar finalmente en infertilidad.

37



Un modo de solventar los efectos deletéreos producidos por los ROS tras
la descongelacién es afadir compuestos antioxidantes al medio de
congelacion para bloguear o proteger a los espermatozoides del dafio
oxidativo. Hasta el momento, se han probado gran variedad de
antioxidantes que pueden destruir directamente a los ROS o disminuir la
toxicidad de éstos sobre el semen de una gran variedad de especies de
mamiferos y de aves. Ejemplos de ellos son: la vitamina E, la vitamina C,

la catalasa y la superoxido dismutasa.

En general, la criopreservacion espermética se ha llevado a cabo con éxito
en diferentes especies, sin embargo, existen grandes diferencias en la
calidad espermatica a la descongelacién entre individuos. Hasta el
momento se ha intentado mejorar la supervivencia espermatica a la
descongelacion mediante un enfoque empirico, manipulando aspectos de
los protocolos de criopreservacion, como hemos visto anteriormente. Se
ha sugerido que los “malos congeladores” podrian convertirse en buenos,
optimizando los protocolos de congelacién. Sin embargo, las mejoras
propuestas para mejorar los resultados a la descongelacion pueden no
beneficiar del mismo modo a todos los individuos de una misma especie,
mejorando casi siempre las muestras espermaticas de los considerados

como “buenos congeladores” y no la de los “malos”.

Se han encontrado diferencias entre individuos frente a la criopreservacion
en diversas especies. El efecto individual en la resistencia a la congelacion

es evidente, entre otros, en caballos, toros, cerdos, y ciervos.

Los mecanismos que explicarian las diferencias en criosensibilidad entre
diferentes individuos de una misma especie aun estan por determinar,
aunque existen evidencias de que se trata de diferencias a nivel fisiolégico.
Las anormalidades en la morfologia espermatica, tras la criopreservacion,
son un indicador importante del descenso de fertilidad en hombres;
verracos, toros y cabras. Sin embargo, aunque la morfologia espermatica

puede ser un indicador del potencial de la crioresistencia de un
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determinado macho, los resultados entre distintos laboratorios han sido
muy dispares, hasta la aparicion de sistemas automaticos de analisis de la
morfometria espermatica. Estos sistemas se han puesto a punto para

muchas especies.

Nuestro grupo de investigacion ha podido demostrar que esas diferencias
en la congelabilidad espermatica entre machos estan relacionadas con el
tamafo medio de la cabeza espermatica en el semen fresco de los distintos
individuos de la especie cervuna. Otros autores también han encontrado
relacion entre el tamafio de la cabeza y la congelabilidad de los
espermatozoides en semen de verraco. Estas observaciones han llevado
a pensar que es posible que el area de la cabeza y la forma influyan en el
volumen total del espermatozoide, causando diferencias en los

movimientos de agua, iones y crioprotectores que afecten a la congelacion.

Por otro lado, se ha demostrado la existencia de subpoblaciones
espermaticas en base a la morfologia de los espermatozoides. En este
sentido, Thurston y colaboradores en 2001 propusieron que las
variaciones en la morfologia espermatica tenian que estar originadas
durante la espermatogénesis cuando el genotipo puede afectar la
estructura espermatica, por lo tanto, las diferencias en morfologia
espermatica estarian genéticamente determinadas. Asi, propusieron que
la morfologia de los espermatozoides podria ser un reflejo de la
espermatogénesis y, por tanto, una herramienta potencialmente valiosa
para la evaluacion de variaciones celulares que pudieran afectar al éxito

de la congelacion.

Posteriormente, Thurston y su grupo en 2002, basandose en las premisas
del trabajo anterior, utilizaron técnicas de ADN para identificar posibles
marcadores ligados a genes que controlan la capacidad del esperma para
resistir con éxito el proceso de congelacion, utilizando el ADN espermatico
de cada uno de los verracos, clasificando a los verracos como "buenos” y

"malos” congeladores. Estos autores identificaron 16 marcadores
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genéticos comparando los perfiles obtenidos del ADN con la
congelabilidad, mediante analisis de regresion logistica. Segun los
autores, estos hallazgos apoyarian la hipotesis de la existencia de una
base genética para las diferencias en resistencia a la congelacion
espermatica entre individuos, es decir que la congelabilidad espermatica

podria estar regulada genéticamente.

2) Inseminacioén artificial

El método ideal de inseminacion artificial consiste en la utilizacion de
técnicas no invasivas para depositar el semen en el tracto genital femenino
(vagina o utero). La eficacia de esta técnica es baja, especialmente cuando
se emplea semen congelado. Presenta ademas el inconveniente de ser
dificil de emplear en algunas especies debido al estrés que se ocasiona
con el manejo de los animales. Por este motivo se prefiere realizar la
inseminacion mediante laparoscopia bajo anestesia general, depositando
el semen directamente en los cuernos uterinos. Para esta técnica se
emplea habitualmente semen congelado. Aunque es posible emplear
semen refrigerado (a 5°C), éste puede emplearse so6lo durante un corto

periodo de tiempo después de su obtencion.

La limitacion principal que presenta la aplicacion de la inseminacion
artificial en algunas especies es la escasa informacién existente sobre la
fisiologia reproductiva femenina. Con el fin de lograr una mejor
organizacion de los trabajos de inseminacion artificial se recurre a la
sincronizacion de los ciclos hormonales de las hembras. Para ello se
emplean dispositivos vaginales de liberacion de hormonas esteroides
(progesterona), tratamiento luteolitico con prostaglandinas, Yy
gonadotrofinas que inducen la ovulacion. Hay una serie de factores que
influyen en el éxito de este procedimiento de sincronizacion de celo e

inseminacion artificial tales como la duracion del tratamiento, las dosis
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hormonales y el intervalo entre la finalizacion del mismo y el momento de

la inseminacion.

Hasta la fecha se ha obtenido descendencia viva mediante el empleo de
inseminacion artificial con semen congelado en unas 30 especies
diferentes de mamiferos, siendo 16 de estas especies silvestres. Asi, se
ha conseguido el nacimiento de individuos mediante inseminacion artificial
en diferentes especies de ciervos como, por ejemplo, el ciervo de Eld, en
el que se consiguié el nacimiento de gabatos mediante inseminacion
artificial laparoscépica. De igual forma se ha empleado la inseminacion
artificial unida a la congelacion del semen para la conservacion del turén
de patas negras. Por medio de la inseminacion laparoscopica se
obtuvieron nuevos individuos en esta especie. En cuanto a los felinos
salvajes, tan solo se ha obtenido descendencia mediante inseminacion
artificial en tres de ellas: puma, tigre y leopardo. La inseminacioén vaginal
ha sido muy poco satisfactoria en estas especies, habiendo reportado
mejores resultados la intrauterina. En estas especies la inmovilizacion
farmacolégica se hace totalmente necesaria para poder aplicar estas
técnicas de reproduccion artificial, pero ejerce efectos negativos sobre la

reproduccion.

Para finalizar este apartado, mencionar que el empleo de esta metodologia
de inseminacion intrauterina por nuestro grupo en el ciervo ibérico ha
reportado resultados de fertilidad al parto bastante satisfactorios, y
siempre muy superiores a los obtenidos mediante el empleo de la via
exocervical. Asi, hemos obtenidos resultados de fertilidad medios al parto
de un 61%, los cuales estan muy proximos a los obtenidos en ciervos de
granja en Nueva Zelanda. Igualmente, por medio de la aplicacion de esta
metodologia hemos obtenidos fertilidades superiores al 65% cuando la
inseminacion se realiz6 en hembras nuliparas. Por tanto, podemos
concluir que hemos conseguido adecuar la técnica de inseminacion
artificial, desarrollada inicialmente para ciervos de granja en Nueva
Zelanda, a una subespecie silvestre de ciervo, el ciervo ibérico,
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consiguiendo resultados de fertilidad muy similares a los reportados en

aquel pais.

3) Fecundacion in vitro

Aunque podria pensarse que la fecundacion in vitro es una técnica
demasiado compleja para aplicar a animales, su desarrollo presenta un gran
namero de ventajas frente a las biotecnologias reproductivas mencionadas
en los parrafos precedentes. Por una parte, reduce la necesidad de controlar
la reproduccion de la hembra para obtener ovocitos, permite la obtencién de
un mayor niumero de embriones que con la superovulacion de las hembras
donantes al poder repetir durante mas veces el tratamiento de recogida de
ovocitos, posibilita la obtencion de descendencia a partir de animales con
ciertos problemas de infertilidad, y reduce el niumero de espermatozoides
viables necesarios para fecundar en comparacién con la inseminacion
artificial o la monta natural. Ademas, y no menos importante, permite la
fecundacibn de gametos (conservados en forma congelada) cuya
combinacién se estime mas oportuna segun los programas de conservacion

de recursos genéticos y de mejora genética animal.

Por otra parte, esta técnica esta bastante desarrollada en bovino,
aplicandose incluso de forma comercial. Sin embargo, en el resto de
especies domésticas su progreso ha sido mucho mas lento, habiendo
obtenido resultados muy poco satisfactorios en especies como la equina.
Existen multiples factores implicados en el éxito de esta tecnologia. Asi, es
necesario contar con tratamientos y medios adecuados para madurar los
ovocitos, capacitar in vitro los espermatozoides y cultivar in vitro los
embriones durante varios dias. Existen especies en las que la puesta a punto
de esta técnica ha fracaso debido a que ha sido imposible encontrar un
medio idoneo para capacitar los espermatozoides, como por ejemplo ocurre
en el caballo. Este hecho vuelve a poner de manifiesto las diferencias que

existen entre las distintas especies y la necesidad de profundizar en dichas
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metodologias para adaptarlas de forma especifica a cada especie