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Precedentes y situaciéon actual

En los ultimos anos se asiste en Espa-
Na a una rapida pérdida y desaparicion de
razas de ganado de menor especializacion
productiva, que se explotaban con buenos
rendimientos hasta hace pocos anos, y
que estan siendo desplazadas por razas
mas productivas. Estas razas, aunque po-
co competitivas en el plano productivo,
constituyen una importante reserva de va-
riabilidad genética, que seria totalmente
irrecuperable en caso de desaparicion.
Ademas, las razas locales presentan con
frecuencia un mayor grado de adaptacion
a condiciones desfavorables o extremas,
por lo que son mas indicadas para el apro-
vechamiento de los recursos naturales de
esas zonas, siendo ademas capaces de
proporcionar productos alimentarios dife-
renciables de alta calidad y por tanto sus-
ceptibles de lograr un valor anadido.

Por todo ello, existe la obligacion de
conservar el patrimonio genético con to-
das las herramientas disponibles, lo que
ha venido constituyendo una preocupa-
cién constante de la FAO. Una vez identi-
ficados y caracterizados los recursos ge-
néticos de un pais, se pueden conservar
/n Situ o ex situ. Los métodos /77 s/t man-
tienen a los animales en el habitat donde
estan adaptados, mientras que los méto-
dos ex s/itu obtienen los recursos genéti-
cos animales de su medio ambiente tra-
dicional para conservarlos fuera del
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mismo. La conservacion ex s/ incluye,
por un lado, el mantenimiento de pobla-
ciones de animales cerradas fuera del
ambiente en que se han desarrollado y
por otro lado, la recogida y congelacion
de semen, 6vulos y/o embriones, con la
intencion de utilizarlos en programas de
cruzamiento en el futuro (Holt y col.,
1996), mediante la instauracion de Ban-
cos de Recursos Zoogenéticos (BRZ). La
criopreservacion de gametos y embrio-
nes tiene por finalidad mantener la viabi-
lidad durante un ciclo de congelacion,
descongelacién y almacenamiento en ni-
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trégeno liquido (Curry, 2000), siendo el
método mas econémico de conserva-
cion, (Wildt y col., 1997), pero debe ser
utilizado como complemento y seguro de
la conservacion /7 s/itu, parte asumida por
los criadores (ERPF, 2003).

Los BRZ tienen gran importancia en la
recuperacion de las razas y lineas aban-
donadas y garantiza su permanencia en
caso de una epidemia, por el riesgo cre-
ciente de epizootias o0 enfermedades
emergentes que obliguen a su sacrificio
(FAO, 1998). Existen razones diversas
(econodmicas, sociales, politicas, religio-
sas, etc...) por las que determinadas es-
pecies han de estar incluidas en un BRZ y
estos motivos para su inclusiéon son, a me-
nudo, interdependientes. Pero indepen-
dientemente de las razones que llevan a
la instauracion de un banco de estas ca-
racteristicas, hay que tener claro que,
mientras los motivos del almacenamiento
pueden cambiar con el tiempo, los pro-
ductos almacenados no se alteran, por lo
que el BRZ tiene un enorme potencial pa-
ra multiples aplicaciones, incluso no pre-
vistas en el momento de su creacion.

En la recuperacion de las razas autéc-
tonas han jugado un papel determinante
diversos colectivos, como las asociacio-
nes de criadores, que las fomentan, con el
reconocimiento oficial oportuno, y gestio-
nan los libros geneal6gicos, con el apoyo
de distintas administraciones. Estas ulti-
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mas intervienen, tanto por medio de ayu-
das directas, como con la participacion y
promocion de proyectos de investigacion
y desarrollo y con la firma de convenios y
acuerdos de colaboracion. Desde el Area
de Seleccion y Reproduccién Animal del
SERIDA hemos venido trabajando en las
Gltimas décadas en la conservacién de re-
cursos genéticos de razas autoctonas; por
un lado, mediante el desarrollo de progra-
mas de mejora genética y, hoy en dia, con
el BRZ de razas domésticas autdctonas en
peligro de desaparicion del Principado de
Asturias. Se pretende, en definitiva, cola-
borar en la pervivencia de estas, asi como
en el desarrollo de biotecnologias repro-
ductivas que propicien la conservacién de
la biodiversidad.

El origen del Banco en Asturias se ini-
cia en el ano 2004 con el desarrollo del
Proyecto INIA RZ2004-00031, “Esta-
blecimiento de un banco de conserva-
cion de especies domésticas en peligro
de extincion”, que se desarrolld hasta
2007. Gracias a €l se establecieron las
bases del trabajo conjunto con los di-
ferentes sectores de la region implica-
dos: la Administracién Autonémica, des-
de la Direccion General de Ganaderia y
Agroalimentacion de la Consejeria de
Medio Rural y Pesca; las asociaciones de
ganaderos (la Asociacion Espanola de
criadores de ganado vacuno selecto de
la raza Asturiana de la Montana - ASEA-
MO, Asociacion de criadores de ponis
de raza Asturcon - ACPRA, Asociacion
de Criadores de Cabra Bermeya - ACRI-
BER, Asociacion de Criadores de Oveya
Xalda de Asturias - ACOXA vy, la Aso-
ciacién de Criadores del Gochu Astur-
celta - ACGA, tras su reconocimiento en
2007) y las Administraciones Locales.
Dicho proyecto nos permitié comenzar a
trabajar en los métodos de obtencion de
semen y en los protocolos para su con-
gelacion, tratandose, todas ellas de
razas rusticas, no adiestradas al uso
de vagina artificial y se determinaron,
tanto las caracteristicas de los eyacu-
lados, como su capacidad de criopre-
servacion. Hay que mencionar la ayuda
facilitada en el Proyecto INIA RZP
2009-00002-C02-01 “Mantenimiento
y ampliacién del banco de recursos zoo-
genéticos de razas domésticas autdcto-
nas en peligro de extincion en Asturias”,
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que financié durante tres anos los gas-
tos generados en la conservacion de las
muestras ya obtenidas.

Hemos continuado con los trabajos de
mantenimiento y ampliacion del ndmero
de donantes y muestras que integran en
la actualidad el BRZ, gracias a la conce-
sion del Proyecto INIA RZ2010-00010
“Conservacion ex s/ifv mediante la utiliza-
cién de técnicas de reproducciéon animal
asistida de las razas de ganado autoctono
en peligro de desapariciéon del Principado
de Asturias”, con fin de aumentar la varia-
bilidad genética.

En la actualidad, nos encontramos
en el desarrollo del Proyecto INIA
RZP2013-0006-00-00, que ademas de
mantener las dosis seminales y los em-
briones hasta ahora conservados de las
razas expuestas, pretende la realizacion
de determinaciones de su viabilidad a lo
largo del tiempo de almacenamiento, pa-
ra garantizar su calidad, en caso de un
eventual uso.

La Consejeria de Agroganaderia y Re-
cursos Autéctonos del Principado de
Asturias, mediante Resolucion de 6 de
marzo de 2013, autoriz6 el banco de ger-
moplasma de razas domésticas autdcto-
nas como centro de recogida y almace-
namiento de semen y embriones bovinos,
ovinos, caprinos, porcinos y de équidos,
nombrando responsable del mismo a
Carlos O. Hidalgo Ordénez, Jefe de Area
de Seleccion y Reproduccion Animal del
SERIDA, segun el R.D. 841/2011, por el
que se establecen las condiciones basi-
cas de recogida, almacenamiento, distri-
bucién y comercializacion de material ge-
nético de dichas especies.

Metodologia de trabajo

Criopreservacion de dosis seminales

La FAO en su “Segundo Documento
de Lineas Directrices para elaboracion de
planes nacionales de gestién de los re-
cursos genéticos de animales de granja.
Gestion de pequenas poblaciones en pe-
ligro de extincion” recomienda un nime-
ro minimo de machos (25 en todas las es-
pecies que componen el BRZ) y de dosis
seminales por macho para cada una de
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las especies para poder considerar que
estd mantenida: 538 dosis de cada toro,
14.280 dosis por caballo, 398 dosis de
cada morueco, 270 dosis en el caso del
macho cabrio y 1.235 dosis seminales de
cada verraco. Asi pues, cada ano las aso-
ciaciones de ganaderos de las respecti-
vas razas seleccionan por sus caracteris-
ticas genéticas y morfoldgicas los
donantes que interesa que formen parte
del BRZ. Tras obtener un diagnéstico ne-
gativo en las pruebas sanitarias que dicta
la autoridad competente en sus explota-
ciones, son trasladados a las instalacio-
nes del Centro de Biotecnologia Animal
(CBA) de Deva en Gijon, excepto los toros
de Asturiana de Montana que se alojan
en el Centro de Recogida de Semen de
Cenero (Gijon). Alli superan un periodo
de adaptacion, tras el cual comenzamos
su adiestramiento para la recogida de se-
men (mediante vagina artificial, excepto
€en porcino que es con mano enguanta-
da). Cuando esto ultimo es posible, deter-
minamos las caracteristicas de los eyacu-
lados en el laboratorio y, si superan los
valores minimos necesarios, 10s procesa-
MOoS para su congelacion.

De modo resumido, en el caso del se-
men bovino, se anade un diluyente co-
mercial, pero en los eyaculados porcinos,
equinos, ovinos y caprinos se precisa su
centrifugacion, para la eliminacion del
plasma seminal y hay que elaborar el di-
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Recogida de semen de
Gochu Asturcelta.

luyente de congelacion apropiado. De
manera general, éste se compone de un
azlcar, como fuente de energia, sales pa-
ra conseguir una presion osmotica ade-
cuada, un tampoén para neutralizar los
cambios de pH del catabolismo esperma-
tico, un crioprotector (glicerol), yema de
huevo o leche para atenuar el choque
por frio y antibioticos para controlar el
crecimiento bacteriano, entre otros com-
puestos. En todos los casos, se descien-
de la temperatura hasta los 5° Cy se con-
gelan las dosis seminales segln una
rampa de descenso de temperatura pro-
pia para cada especie en un biocongela-
dor programable.

Producciéon de embriones in vivo

El Centro de Biotecnologia Animal de
Deva (Gijon) dispone de instalaciones pa-
ra hembras donantes de Asturiana de la
Montana y la recogida y procesado de
embriones. En este caso, los objetivos re-
comendados por la FAO son la obtencién
de 206 embriones, a partir de 25 hem-
bras donantes que seran inseminadas con
el mayor nimero posible de padres (25).

Los embriones se obtienen por lavado
uterino de las donantes, que han sido pre-
viamente superovuladas con un prepara-
do comercial de gonadotropinas de ex-
tractos de pituitaria porcina, FSH-P. Los
embriones obtenidos de cada colecta se
clasifican y procesan siguiendo las nor-
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mas de la International Embryo Transfer
Society (IETS) y, posteriormente, se con-
gelan para su inclusién en el banco. Al
igual que en el caso de la produccion se-
minal, las hembras que vayan a ser utili-
zadas como donantes son sometidas a to-
dos los controles sanitarios exigidos por
la legislacion vigente. También se realizan
analisis sanitarios individuales para garan-
tizar que los animales donantes estén
libres de agentes patdgenos (especial-
mente de aquellos transmisibles por los
embriones) tres meses antes de las co-
lectas, cumpliendo las exigencias obliga-
torias recomendadas por la FAO (1998).

Caracterizacion y evaluacion
de los eyaculados

Como hemos dejado constancia, a ca-
da eyaculado se le exige unos minimos
requisitos de calidad (volumen, concen-
tracion, motilidad subjetiva y objetiva, in-
tegridad del acrosoma y morfoanomali-
as), que varian en funcién de la especie
de la que se trate, que establecimos con
la referencia en los trabajos realizados
con otras razas autdctonas de nuestro
pais, cuya enumeracién bibliografica
seria muy extensa. Hay que destacar que
tratandose de razas rusticas, el porcen-
taje de éxito en el procesamiento, que
definimos como los eyaculados efectiva-
mente procesados del total de eyacula-
dos recogidos, ha sido muy alto en todas
las razas asturianas.

Asi mismo, antes de considerar las do-
sis seminales congeladas como parte real
del BRZ, hemos venido realizando prue-
bas de calidad seminal de cada lote tras
su descongelacion, evaluando hasta aho-
ra el vigor y la calidad del movimiento es-
permatico, la integridad funcional de la
membrana plasmatica (mediante el test de
enddésmosis) y la integridad del acrosoma.

Los productos almacenados en los
BRZ tienen un valor incalculable, que se
incrementa con el tiempo, siendo nece-
sario asegurar su continua viabilidad (Se-
gura-Correa y col,, 2001) y debiendo po-
sibilitarse controles periddicos de la
misma. Por ello, en la actualidad nos plan-
teamos la realizacion de pruebas de cali-
dad seminal, con el uso de nuevas tecno-

[~

SERIDA



logias, para lo que es necesario la des-
congelacion de una muestra representati-
va de las muestras almacenadas.

Los nuevos sistemas computerizados
para el andlisis de la motilidad y de la
morfometria espermatica, junto con la ci-
tometria de flujo, permiten adquirir, de
forma rapida y objetiva, datos precisos
sobre multiples parametros relativos a
caracteristicas estructurales y funciona-
les de los espermatozoides. Aunque no
existe ningun método que por si mismo
sea capaz predecir la capacidad fecun-
dante del semen (Rodriguez-Martinez,
2000), las modernas técnicas automati-
zadas son fiables, de facil ejecucion y ele-
vada repetibilidad, por lo que permiten
estandarizar y objetivar la contrastacion
espermatica.

Los sistemas CASA, del inglés Com-
puter Assisted Sperm Analisis, tratan de
eliminar la subjetividad inherente a la eva-
luacion microscépica de la motilidad es-
permatica (Verstegen y col., 2002), cons-
tando de un microscopio de contraste de
fases conectado a una cdmara de video,
que envia la imagen desde el microsco-
pio a un monitor de TV. Posteriormente, la
imagen es enviada desde el monitor a un
ordenador, donde un analizador digital de
imagen captura varias fotografias seria-
das de cada campo microscépico selec-
cionado, normalmente en menos de 1 se-
gundo. El software discrimina a los
espermatozoides de otras particulas que
puedan aparecer en la imagen por su ta-
mano, y analiza la trayectoria recorrida
por cada espermatozoide individual du-
rante esa fraccion de segundo. Al final del
proceso, el CASA proporciona toda una
serie de datos relativos a la velocidad y
trayectoria de cada espermatozoide indi-
vidual, con lo que permite obtener infor-
macion precisa, objetiva y repetible, so-
bre el porcentaje de células moviles
presentes en la muestra y la calidad me-
dia de ese movimiento (Amann, 1989;
Anzar y col, 1991).

La citometria de flujo es una técnica
que permite identificar, cuantificar y sepa-
rar las distintas subpoblaciones celulares
presentes en una muestra de células en
suspension, en funcion de los distintos
patrones de tincién adquiridos tras el
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marcaje con diferentes colorantes fluo-
rescentes, que se unen a estructuras
celulares especificas o se acumulan se-
lectivamente en compartimentos intra-
celulares (Graham, 2001; Muino, 2007;
Martinez-Pastor y col., 2010 ). A lo largo
de las dos ultimas décadas, la citometria
de flujo se ha convertido en una herra-
mienta de gran utilidad para la investiga-
cion de poblaciones espermaticas.

Material conservado

Existencias

Tal como se puede ver en la tabla 1, el
Banco consta, a dia de hoy, de un total de
un total de 17.920 dosis seminales de 10
donantes de la raza equina Asturcén, re-
cogidas mediante vagina artificial; asi mis-
mo, contamos con 23.491 dosis semina-
les procedentes de 15 verracos de raza
Gochu Asturcelta recogidas mediante el
método de mano enguantada. Respecto a
los pequenos rumiantes, en la actualidad,
se almacenan 4.589 dosis seminales de
14 machos cabrios de raza Bermeya, par-
te recogidas mediante electroeyaculacion
y parte mediante vagina artificial y 4.235
dosis seminales de 6 donantes de raza
ovina Xalda recogidas con vagina artificial
(hay que considerar que el ano 2013 fue
el primero en el que trabajamos con estos
ultimos, por diferentes limitantes previos).
En el caso de la raza bovina Asturiana de
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>
Tabla1.-Existencias en el
BRZ del CBA de Deva.

Raza N.°
de donantes

Asturcon 10
Gochu Asturcelta 15
Bermeya 14
Xalda 6
Asturiana de la Montaiia” 44

N.° dosis Método de

seminales recogida
17.920 Vagina artificial
23.491 Mano enguantada
4.589 Electroeyaculacion y

vagina artificial

4.235 Vagina artificial
151.445 Vagina artificial

* También forman parte del BRZ 314 embriones congelados procedentes de cruzamientos realizados entre 23 hembras donantes y 22 machos.

la Montana, la coleccién actual consta de
un total de 314 embriones congelados,
procedentes de distintos cruzamientos re-
alizados entre 23 hembras donantes y 22
machos de la raza; ademds, contamos
con un total de 151.445 dosis seminales
obtenidas de 44 toros.

Conservacion

El BRZ actual se encuentra ubicado en
una sala de uso exclusivo, en los siguien-
tes contenedores, correctamente identifi-
cados, ubicados en el CBA de Deva:

— 2 recipientes criogénicos con capa-
cidad de 50 I, en uno de ellos se
alojan las dosis seminales de raza
ovina Xalda y en el otro las dosis se-
minales de raza caprina Bermeya.

— 2 recipientes criogénicos de 50 I. de
capacidad, donde se ubican los em-
briones de raza bovina Asturiana de
la Montana.

— 1 recipiente criogénico de 500 I. de
capacidad, en los que ubicamos las
dosis seminales de la raza porcina
Gochu Asturcelta.

— 1 tanque criogénico de 500 I. de ca-
pacidad, en el que actualmente se
encuentran almacenadas las dosis
seminales de la raza equina Astur-
con.

— 1 contenedor criogénico de 1.000 I.
de capacidad en el que se ubican
las dosis seminales de la raza bovina
Asturiana de la Montana.

Ademas, la instalacion consta basica-
mente de un depdsito criogénico o silo,
que se encuentra en el exterior, y la co-
rrespondiente red de distribucion del gas.
En la sala donde estan los contenedores
se colocaron analizadores de aire am-
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bientales, con sensores que hacen saltar
la alarma cuando el nivel de oxigeno es
inferior al 19%, momento en el que se
accionaria el sistema de extraccion de
gases. Para garantizar la seguridad de las
muestras que se encuentran almacena-
das es fundamental el suministro regular
de nitrégeno liquido, tras una inspeccién
peridédica de los mismos, restringiendo
el acceso del personal a la sala donde
se encuentra el BRZ, siendo el sistema de
llenado, en la actualidad, totalmente ma-
nual. Lo ideal seria la instalacion de equi-
pos de alarma de deteccién del nivel de
nitrégeno liquido en los contenedores de
depdsito, con los que actualmente no
contamos.

El personal responsable del mante-
nimiento de las muestras del BRZ tiene
una formacién adecuada en el manejo del
nitrogeno liquido, habiendo sido informa-
do de las normas de trabajo que garanti-
zan su seguridad y la de dichas muestras.
Ademas, se utilizan todos los elementos
de seguridad necesarios para evitar per-
cances (gafas de proteccién, mandiles,
guantes, pinzas, calzado de seguridad...).

Las muestras que componen el banco
han sido identificadas de modo seguro
segln normativa (R.D. 841/2011, en su
articulo 5, siendo un centro con restric-
ciones al comercio, marcdndose las
muestras con una “N” previa).

En la actualidad, existe un doble sis-
tema de control de la ubicacion de las
muestras almacenadas: soporte papel y
soporte informatico, mediante el uso del
programa GERMBANK®. Este dltimo es
una aplicacion informatica patentada por
el INIA para el control del germoplasma
animal, que permite el control exacto de
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las muestras del banco, definiendo aque-
llas por especie y por tipo de material
biolégico. Consta de diferentes niveles
de accesibilidad o perfiles de trabajo.
Existen unos datos comunes para todos
los tipos de muestras que son: identifica-
cién de la muestra, especie, raza, identifi-
cacion del donante, investigador respon-
sable, fecha de entrada y datos de
control sanitario. Ademas, por ejemplo,
en nuestro caso hemos de completar las
siguientes “pestanas”: obtenciéon, conge-
lacion, ubicacién, descongelacion, con-
trol sanitario, otros datos y archivos aso-
ciados (fotos, videos); cada una de ellas
con los datos obligatorios que incluye.
De manera periddica, se realizan copias
de seguridad de dichos archivos. Ade-
mas, se dispone de un sistema de regis-
tro del rellenado de los tanques, que in-
cluye contenedores rellenados, fecha y
firma del responsable.

Por dltimo, es importante destacar
que, en un programa de criopreserva-
cién, es necesario reducir el riesgo de
pérdida de la coleccién almacenada, de-
bido a eventuales desastres, tales como
incendios, terremotos, o simplemente
mal manejo o funcionamiento del banco
de germoplasma (Valdecillo y col., 2011).
Por lo tanto, se debe disponer de dupli-
cados en un lugar distante al menos 400
km. del banco actual, segin recomienda
la FAO; en este caso, en el Banco de Ger-
moplasma Nacional, sito en Colmenar
Viejo (Madrid). Este trabajo, supondria el
cambio de la ubicacién actual de las
muestras que se consideren de cada ra-
za, tanto fisicamente, como en el GERM-
BANK®, ya que, en la actualidad, no hay
duplicados de la coleccion.

Hay que destacar que los BRZ no son
estaticos, pudiendo considerarse la salida
de material almacenado, pero se ha de
estudiar los motivos para la misma, de-
jando constancia de ella.

Cooperacion con otros bancos
de recursos

En nuestro pais, hay numerosos estu-
dios previos que implican la obtencion,
mediante el adiestramiento previo y el
posterior procesamiento y congelacion
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de semen obtenido de diferentes razas
autéctonas por diversos equipos que
llevan anos trabajando con ellas, en cola-
boracion con los diversos nucleos de
conservacion en las comunidades aut6-
nomas. Cabe citar, s6lo a modo de ejem-
plo, el grupo del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Animal de la Universidad Poli-
técnica de Valencia, el Grupo de Biologia
de la Reproduccion de la Universidad de
Castilla-La Mancha, los investigadores del
Instituto de Investigacién en Recursos Ci-
negéticos (IREC), la Unidad de Veterinaria
del Departamento de Genética de la Uni-
versidad de Coérdoba, el Departamento
de Reproduccion Animal y Recursos
Zoogenéticos de INIA, el Centro de In-
vestigacion y Tecnologia Agroalimentaria
(CITA) de Aragon, los Grupos de Repro-
duccion Animal de las Facultades de Ve-
terinaria de la Universidad de Ledn y de la
Universidad de Murcia, la Diputacion de
Huelva, el Centro de OVIGEN en Zamora,
de la Escuela Superior de Ingenieria en
Huelva, entre otros. También tiene gran
importancia el trabajo realizado en los an-
tiguos Centros de Seleccion y Reproduc-
cion Animal (CENSYRAS), que tienen ex-
periencia desarrollada durante anos en
las metodologias apropiadas en la recogi-
da y procesamiento de germoplasma.

Con muchos de ellos y algunos mas,
hemos contactado, tanto en nuestro pe-
riodo de formacién, como en la actua-
lidad para intercambiar los resultados
obtenidos en nuestras investigaciones.

Previsiones de futuro

En nuestra opinién, el futuro deberia
encaminarse a tratar de completar las do-
sis seminales en las razas en las que se
esta trabajando actualmente, comenzar a
conservar embriones de todas las que no
se haya iniciado esta actividad, todo ello
siguiendo las directrices de la FAO, y con-
tinuar con las pruebas que garanticen la
viabilidad del material almacenado.

Cabe destacar, por ultimo, que hay nu-
merosos estudios en varias especies que
han determinado el efecto de diversos
factores, como la edad y la raza del do-
nante, el método de recogida y el perso-
nal encargado de la misma, la estacion del
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ano en la que fue recogido, o el intervalo
entre colectas sobre las caracteristicas se-
minales (en bovino, por ejemplo, Koivisto
y col., 2009; Fiaz y col., 2010; Mandal y
col,, 2010, entre otros). Considerando lo
anterior y dada la variabilidad de dichos
factores en el trabajo que hemos venido
realizando, los estudios de la calidad se-
minal postdecongelacion propuestos, po-
dran determinar la posible influencia de
dichas variables en la capacidad de crio-
preservacién seminal. Con ello, en la me-
dida de lo posible, podremos orientar pa-
ra el trabajo futuro qué edades, métodos
de recogida, estacion del ano o intervalo
entre colectas son de eleccién prioritaria
para los donantes que se propongan para
ampliar la variabilidad del BRZ actual.
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