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Actualmente vivimos una crisis ambiental sin
precedentes debido a nuestra mala utilizacién de
los recursos naturales, llevando la extincion de
especies a una tasa 1.000 veces mayor que la evo-
lucién natural. Los ambientes naturales, cada vez
mas fragmentados, llevan al aislamiento y reduc-
cion de las poblaciones silvestres con la conse-
cuente consanguinidad y pérdida de variabilidad
genética, proceso que se revierte facilmente a tra-
vés de la incorporacion de nueva genética. Es por
ello que desde hace afos se ha planteado el uso
de biotecnologias reproductivas y la generacién
de Bancos de Recursos Genéticos (BRG) como
herramientas para el manejo de poblaciones sil-
vestres, tanto cautivas como de vida libre. De
todas formas, para que su aplicacién sea efectiva
es necesario tener un adecuado conocimiento de
la fisiologia reproductiva de cada especie, maxi-
mizando los esfuerzos invertidos en la manten-
ciéon de la biodiversidad, por lo que la generacion
de BRG criopreservados se convierte en una alter-
nativa viable en la que se optimiza la disponibili-
dad de espacio y se mantiene una alta represen-
tacién de la diversidad genética de cada especie.
Si bien, dentro de todas las estrategias aplicadas
a la conservacion, la protecciéon de los habitat
naturales es sin lugar a dudas la prioritaria, hay
ocasiones en las que se recomienda el empleo de
estrategias complementarias ya que resulta impo-
sible detener las causas que estan provocando el
declive de las poblaciones en su ambiente, debido
a que éstas se han reducido por debajo de lo que
se considera una poblacion viable.

La criopreservacion de gametas (ovocitos y
espermatozoides), embriones y tejidos represen-
tan una estrategia adecuada para preservar la
biodiversidad genética, y en un futuro, regene-
rar especies en peligro de extinciéon. Las biotec-
nologias reproductivas asi como los bancos de
germoplasma criopreservado constituyen una
estrategia para preservar la biodiversidad gené-
tica de especies amenazadas '?. La criopreserva-
cion del semen nos permite disponer de mues-
tras de semen de alto valor genético a nuestra
disposicion por un tiempo indefinido®.

Algunas especies nativas de la familia cérvi-
dos que se encuentran actualmente en situacién
de riesgo en América del Sur son: el Ciervo de los
pantanos (Blastocerus dichotomus), la Corzuela
colorada (Mazama americana), el Huemul
(Hippocamelus bisulcus), el Venado de las pam-
pas (Ozotoceros bezoarticus), entre otros. Cabe
sefialar que los cérvidos tienen una reproduccién
estacional, influenciada por el fotoperiodo
negativo, mas notorio en nuestras latitudes. En
la época de reproduccién, conocida como brama
debido al caracteristico sonido que emiten los
machos, ademas se encuentran altos niveles san-
guineos de testosterona que son evidentes en
los machos junto con un aumento de volumen
testicular, produciendo un aumento de la con-
centracion de espermatozoides, la motilidad
progresiva y el vigor de los eyaculados®.

De esta manera, se hace evidente que existen
ventajas al aplicar técnicas de reproducciéon asis-
tida en especies silvestres, dado que es posible
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superar barreras fisicas, comportamentales, de
aislamiento geografico, entre otras, que imposi-
bilitan la reproduccién entre individuos de una
misma especie.

Nuestra experiencia

En el marco de la problematica que explicita-
mos anteriormente, buscamos trabajar con un
modelo biolégico, para lo que seleccionamos al
Ciervo dama (Dama dama), para aplicar luego
los hallazgos en los cérvidos en vias de extincién.
El objetivo es criopreservar sus espermatozoides
en distintas condiciones, estudiar esa célula crio-
preservada y comprobar su funcionalidad. Es asi
que trabajamos con muestras de semen de ejem-
plares en cautiverio (machos entre 4 y 5 afos)
que fueron extraidas por electroeyaculacién
durante la estacion reproductiva. Los ciervos
fueron anestesiados con una combinacién de
citrato de carfentanilo (0,010 mg/kg) y xilazina
(0,125 mg/kg) IM, y se suplementé con isofluo-
rano por inhalacién si era necesario. El carfenta-
nilo se revertié con naltrexona (1,0 mg/kg) y
laxilazina con yohimbina (0,125 mg/kg). El
semen se recogié en un tubo cénico de vidrio,
fue evaluado inmediatamente para el volumen
y el pH (utilizando tiras reactivas; pH 5,0 - 10,0,
Neutralit®, Merck). Las muestras fueron evalua-
das previamente al congelamiento determinan-
do el volumen, pH, motilidad, concentracién y
viabilidad. Luego se congelaron en nitrégeno
liquido en pajuelas de 0,25 ml, utilizando el dilu-
yente FTG (Tris, Fructosa, Glicina, Acido citrico,
Yema de huevo y Glicerol)*.Cabe sefalar que el
diluyente FTG fue disefiado por nuestro grupo
de trabajo donde la glicina cumple un rol impor-
tante para conservar las membranas espermati-
cas. Dicho diluyente fue utilizado posteriormen-
te para criopreservar semen de Venado de las
pampas con buenos resultados. Para comprobar
la funcionalidad espermatica planteamos varios
parametros que consideramos que reflejan la
habilidad fertilizante. Es asi que se evaluo el
semen congelado-descongelado la inducciéon de
la capacitacién y reaccién acrosomal in vitro e
integridad de membrana por HOS test (test
hiposmético®).La integridad de membrana (HOS
test) de las muestras obtenidas durante la esta-
cion reproductiva fue de 82,37 + 8,65%, con una
motilidad progresiva promedio de 57,89 =

5,17%. La condensacién del DNA de estas mues-
tras fue de 80,00 + 10,00% de espermatozoides
con DNA compacto (determinado por la técnica
de azul de toluidina®).

Se utilizé en una primera etapa como agente
inductor de la capacitacién espermatica hepari-
na (60 pg/ml)> &2 aunque si bien capacitaba
obteniamos menores porcentajes que en la
especie bovina (p<0,05) y actualmente estamos
induciendo la capacitacién in vitro con acido
hialurénico durante 60 min (1000pM/ml) con un
porcentaje de capacitacion de 16,25+3,22%. Se
estudié también las membranas mitocondriales
por citometria de flujo a través del uso del fluo-
rocromo (JC1) donde se observa una mayor acti-
vidad de las mitocondrias con heparina vs su
control y al tratamiento acido hialurénico. Los
cambios en la motilidad progresiva analizados a
través de Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA), fueron 21,8 £2,7% y 23,0 £ 1,9% con el
tratamiento de heparina y acido hialurénico res-
pectivamente (p<0,05).

Los resultados de las experiencias contribu-
yen a establecer parametros espermaticos
donde se evalla integralmente: las membranas
mitocondriales con fluorocromo (JC1), HOS test
motilidad por CASA, induccién de procesos
espermaticos y estado de compactacién del ADN
nuclear asi asegurando el conocimiento de su
habilidad fertilizante, con el fin de optimizar el
desarrollo de biotecnologias reproductivas para
la conservacién de especies amenazadas de la
familia Cervidae.

Hay que destacar que cuando se trabaja con
especies silvestres, uno de los principales proble-
mas es el nimero limitado de individuos y por lo
tanto de muestras de semen para investigar los
aspectos basicos de la criopreservacion.
Desarrollar sobre la criopreservacion de gametas
provenientes de especies silvestres implica la
necesidad de tener en cuenta las variaciones
especie especificas en la fisiologia de las células
durante el congelamiento y descongelamiento.
Razén por la cual los protocolos utilizados en
especies domésticas deben ser adaptados a las
caracteristicas de cada especie silvestre. En este
trabajo logramos adecuar las concentraciones
de inductores in vitro utilizados para la especie
bovina y de técnicas que aseguren la funcionali-
dad, es decir criopreservar para descongelar una
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célula funcional. La criopreservacién en nitrége-
no liquido tiene muchas ventajas frente a otras
formas de conservacién de material genético, ya
que puede ser facilmente movilizado, permite
largos periodos de conservacién y puede ser uti-
lizada en reproduccién asistida.

La viabilidad de espermatozoides de diferen-
tes especies de ciervos suele ser baja de ahi que
los porcentajes presentados de motilidad y de
capacitacion sean menores que los que se pueden
observan en otras especies como la bovina. Las
membranas resultan ser mas sensibles que las de
otras especies de rumiantes domésticos al efecto
del congelamiento y post descongelamiento. La
integridad de las membranas estd determinada
por las propiedades de las mismas, que depende
de la composicion de lipidos y proteinas. Es por
ello que consideramos importante la evaluacién
de las membranas, incluidas la mitocondrial, atra-
vés de JC1 lo que aseguraria tener espermatozoi-
des métiles post descongelamiento que le apor-
tan la energia para el movimiento.

En conclusiéon, considerando el contexto de
conservacion global, la mayor utilidad de las
biotecnologias reproductivas consiste en facili-
tar el “manejo genético” de poblaciones cuyo
reducido tamafo limita su viabilidad.
Permitiendo la conservacién de la diversidad
genética que existe hoy en dia asi como facili-
tando el intercambio de material genético entre
poblaciones, tanto en cautividad como en su
habitat natural. Sin embargo, es importante
reconocer que mas alld de cualquier esfuerzo
que realicemos en materia de conservacion,
necesitamos un cambio cultural en nuestra rela-
cion con la naturaleza con respecto al uso de
recursos naturales y asi brindar una oportunidad
para la continuidad de la vida en la tierra.
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