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Banco de Germoplasma de Especes Silvestres Amenazadas (BanGES)
Convenio Ministerio de Medio Ambiente — CSIC

Se firma el 10 de Octubre de 2003 un convenio entre el MIMAM y el CSIC para desarrollar en
el Museo Nacional de Ciencias Naturales (MNCN) el BanGES.
Eduardo Roldan es designado Investigador Responsable de esta iniciativa.

Los Obijetivos del proyecto son:

* Desarrollar la investigacidon necesaria para definir protocolos de crio-preservacion de gametos
en especies de mamiferos silvestres, con el objetivo de comenzar el establecimiento de un
banco de germoplasma.

* Poner a punto técnicas de congelacion de gametos que permitan preservar el patrimonio genético de
especies de mamiferos silvestres amenazados.

* Conservar muestras que permitan desarrollar en el futuro programas de transferencia de germoplasma
entre habitats fragmentados, entre poblaciones naturales y programas de cria en cautividad, o en
programas de reintroduccion de especies.

* Poner a punto técnicas de recoleccion, transporte, cultivo y congelacion de muestras de tejidos viables
de especies de mamiferos silvestres con el fin de complementar el material bioldgico a conservar en el
banco de germoplasma.

* Contribuir a la difusién de informacion sobre preservacion de germoplasma de especies silvestres entre
las Comunidades Auténomas y centros de cria en cautividad y rehabilitacion de especies amenazadas.

La priorizacion de las especies de mamiferos ibéricos amenazadas se centra en el lince ibérico
y en el visdn europeo. Sin embargo, a la vista de las dificultades para acceder inicialmente a
material proveniente de estas especies, se utilizaran especies modelos para desarrollo de
protocolos de trabajo. Las especies modelo seran el gato doméstico y el lince europeo (para el
lince ibérico) y el vison americano (para el vison europeo).

El plan de trabajo incluye:

» Obtencion y evaluacion de semen de felinos y mustélidos.

* Desarrollo de protocolos de congelacién de semen de felinos y mustélidos.
» Obtencion, cultivo y congelacién de fibroblastos.

Trabajos desarrollados y en curso

Obtencioén, evaluacion y congelacion de semen de felinos y mustélidos

Se ha incorporado al BanGES una becaria para desarrollar este trabajo.

Se han logrado acuerdos con clinicas veterinarias y Sociedades Protectoras para obtener
material de gato doméstico. Se enuentran en curso trabajos de obtencién y evaluacion de
espermatozoides de gato. Se estan examinando diversos métodos de evaluacién de calidad



espermatica: motilidad, tinciones vitales, integridad de acrosoma, integridad morfolégica, y
estado funcional mediante colorantes fluorescentes. Los resultados obtenidos sugieren
actualizar los métodos sugeridos en el Manual de Protoclos del Plan de Cria en Cautividad.

Se estan iniciando en la actualidad trabajos de congelacion de semen evaluando diversos
diluyentes, métodos de envasado de las dosis, y curvas de enfriamiento y congelacion. Estos
resultados nos ayudaran a completar los protocolos considerados en el Manual.

Obtencion, transporte y cultivo de fibroblastos

Se han utilizado ratones de laboratorio y ungulados silvestres como modelo para la primera
etapa de estos estudios. Se han examinado métodos de obtencion de biopsias,
acondicionamiento para el transporte a 5°C, congelacién de biopsias en diferentes medios de
cultivo y a diferentes temperaturas siguiendo diversas curvas de congelacién.

Se ha examinado la viabilidad y la proliferacién de fibroblastos en cultivo obtendios a partir de
las muestras obtenidas inmediatamente después de la biopsia 0 mantenidas 24 6 48 h a 5°C o
temperatura ambiente, o0 de muestras provenientes de cadaveres conservados durante 24 6 48
h. Se esta estudiante actualmente opciones de congelacion de fibroblastos cultivados.

Entrenamiento de personal; intercambio con otros grupos de investigacion

Estancia de becario predoctoral en el Wildlife Biological resource Centre (WBRC), Sudafrica
Estancia de 4 meses (programa FPI-MCYT) entre junio-octubre 2003.

Practica de evaluacién y congelacién de semen de felinos silvestres (ledn, leopardo)

Practica de recogida y procesado de muestras de ungulados y felinos para banco de recursos
genéticos.

Visita al Wildlife Biological resource Centre (WBRC), y DeWilt Cheetah Breeding Centre,
Sudafrica

E. Roldan y M. Gomendio visitan en septiembre 2003 el WBRC, dependiente del Endangered
Wildlife Trust (EWF). Se conoce el banco de recursos genéticos, los laboratorios de
biotecnologias de la reproduccion y los laboratorios méviles para trabajo de campo. Se debaten
iniciativas de colaboracioén futura e intercambio y entrenamiento de personal.

Se vista también el centro DeWildt para cria de guepardo en cautividad con el fin de conocer
usos de técnicas evaluacion de fertilidad y de reproduccién asistida, asi como métodos de
manejo reproductivo (apareamientos).

Estancia de becaria predoctoral en el Conservation and Research Centre, Smithsonian
Institution, USA.

Estancia de 2 semanas en marzo 2004.

Entrenamiento en técnicas de obtencion, evaluacion y congelacion de semen de mustélidos y
felinos.

Trabajos relacionados del Grupo de Ecologia y Biologia de la Reproducciéon (MNCN-
CSIC); coordinadores: E. Roldan y M. Gomendio

Efectos negativos de la consanguinidad sobre calidad del semen de 3 especies de gacelas

Se ha encontrado una relacion negativa entre la consanguinidad y la calidad del semen de las
3 especies. Estudios mas recientes se han centrado en el analisis de los efectos de la
consanguinidad sobre aneuploidias de los espermatozoides o integridad del ADN de los
mismos (que podrian incidir en mortalidad embrionaria).

Congelacion de semen de 3 especies de gacelas amenazadas
En los ultimos 3 afios se ha trabajado en el desarrollo de protocolos de congelacién de tres
especies de gacelas en peligro de extincion. Se han examinado diferentes diluyentes que




varian en buffer, azucares, y concentraciones de glicerol y yema de huevo. Se han encontrado
diferencias entre las especies en relacién a su crioresistencia, y una relacion negativa entre
consanguinidad y la capacidad de sobrevivir a un proceso de congelacién-descongelacion.

Se colabora en la organizacién de un banco de recursos genéticos de estas 3 especies.

Sincronizacion de celo y analisis de hormonas gonadales en gacelas
Se han realizado ensayos de sincronizacion de celo y, con el fin de monitorizar resultados, se
han realizado analisis de estradiol, progesterona y cortisol mediante radioinmunoensayo.

Publicaciones de trabajos relacionados (que demustran la experiencia adquirida sobre
reproduccion en especies amenazadas)
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