INFORMACION GANADERA

El proyecto MOTHER:

la criopreservacion de la
corteza ovarica como opcion
para la conservacion de los

recursos geneticos

PauLA ROMERO MuNOZ. Area de Genética y Reproduccién Animal. paularm@serida.org

CARMEN DiEz MONFORTE. Area de Genética y Reproduccién Animal. mcdiez@serida.org

SusaNA CARROCERA CosTA. Area de Genética y Reproduccién Animal. scarrocera@serida.org
MARIiA AURORA GARCIA MARTINEZ. Area de Genética y Reproduccién Animal mauroragm@serida.org
MARTA MuROZ LLamOSAS. Area de Genética y Reproduccién Animal. mmunoz@serida.org

La criopreservacion (conservacion a
baja temperatura; CP) de semen y em-
briones es una técnica que se emplea ru-
tinariamente en especies domesticas de
interés econdmico, asi como en especies
silvestres en peligro de extincién (en el
caso del semen). El interés de la CP es
doble. Por una parte, el uso del semen y
embriones criopreservados es esencial
en los programas de mejora genética de
la cabana ganadera para impulsar la efi-
ciencia de la produccion animal y con ello
incrementar la rentabilidad de las explota-
ciones. Por otro lado, en el caso de los
programas de conservacion de razas y es-
pecies en riesgo de desaparicion, el alma-
cenamiento de semen y embriones crio-
preservados en los bancos de recursos
zoogenéticos (BRZ) permite mantener la
variabilidad genética indefinidamente, lo
que permite garantizar su supervivencia.

De igual forma que sucede con esper-
matozoides y embriones, una CP eficaz
de los ovocitos permitiria una gestion
mas eficiente del ganado y de las espe-
cies de animales silvestres y de laborato-
rio. En el caso de los programas de mejo-
ra genética, los ovocitos criopreservados
podrian almacenarse hasta que la hem-
bra expresara su mérito genético y se pu-
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diera realizar el apareamiento adecuado,
pero también podrian ser incorporados a
los BRZ, manteniendo intacta la fertilidad
de la hembra. También se facilitaria su
uso en procedimientos de reproduccion
asistida con ovocitos recuperados de
hembras que mueren accidentalmente o
que deben ser sacrificadas por motivos
sanitarios (Araujo et al., 2014).

Sin embargo, a pesar de estos poten-
ciales beneficios, la especial sensibilidad
a las bajas temperaturas de los ovocitos
hace que hoy en dia no se disponga de
protocolos eficientes que permitan su
aplicacion de forma rutinaria.

En este sentido, las tasas de desarrollo
de los ovocitos criopreservados son signi-
ficativamente inferiores a las mostradas
por los ovocitos frescos (Diez et al., 2012);
este hecho se observa no sélo en el caso
del ganado bovino, sino también en mu-
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Figura 1.-Procesado de
ovarios, diseccién de
corteza ovarica y
criopreservacion.

Ovarios bovinos

chas otras especies domeésticas y silves-
tres, al igual que en la especie humana.

Los danos que sufren los ovocitos co-
mo consecuencia de los procesos de CP
son considerables y su alcance depende
de factores relacionados con la especie,
la etapa de desarrollo y la capacidad del
0OVvOCito para reparar total o parcialmente
el dano y continuar con el desarrollo nor-
mal (Fuller & Paynter, 2004). Las razones
de esta especial sensibilidad son multi-
ples, y responden a las especiales carac-
teristicas morfolégicas y funcionales de
los gametos femeninos.

Como alternativa a la CP de ovocitos,
durante los ultimos 15 anos se han de-
sarrollado protocolos de CP de la corteza
ovarica (CO), parte externa del ovario
que contiene la reserva de ovocitos de la
que la hembra va a hacer uso durante su
vida reproductiva. En la CO, los ovocitos
se encuentran en unas estructuras deno-
minadas foliculos que, segun su grado
de desarrollo, se clasifican en: primordia-
les, preantrales (primarios y secunda-
rios), antrales y ovulatorios. Durante la vi-
da reproductiva de la hembra, solo una

Diseccion de la corteza
ovérica

Fragmentos de corteza

ovérica
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infima cantidad de estos foliculos va a
llegar a crecer y liberar un ovocito apto
para ser fecundado; de esta forma, la
gran mayoria de los foliculos esta desti-
nada a sufrir un proceso degenerativo
llamado atresia que conllevara la pérdida
del ovocito que contenia. Este reducido
namero de ovocitos potencialmente dis-
ponibles para su uso en reproduccién en
condiciones naturales, supone un des-
perdicio indeseable de recursos genéti-
cos (Campos et al,, 2019).

Consecuentemente, la corteza ovarica
es una fuente inestimable de gametos fe-
meninos, y su CP permitiria mejorar los
programas de cria animal, preservar es-
pecies animales amenazadas o hembras
de alto mérito genético, aprovechando al
maximo el potencial reproductivo femeni-
no individual (Fig. 1).

En este contexto, el proyecto MOTHER
tiene como objetivo general investigar las
condiciones 6ptimas de CP de la corteza
ovarica de ganado bovino para salvaguar-
dar las diferentes poblaciones de foliculos
y ovocitos presentes en el ovario, como
alternativa a la CP de ovocitos.

Congelacion de corteza
ovarica

Almacenamiento de
corteza ovarica CP
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Para lograr este objetivo, MOTHER
plantea varias aproximaciones que se abor-
daran en diferentes paquetes de trabajo:

i

Figura 2.-Procesado de
muestras de corteza
ovarica para analisis
histologico y de
inmunohistoquimica.

—Comparar el efecto de dos protoco-
los de CP (congelacién vy vitrifica-
cion) de foliculos antrales sobre la
supervivencia de los ovocitos que
contienen.
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Figura 3.-Andlisis
microscopico de

—Evaluar y comparar el efecto de los
protocolos de CP (congelacion y vi-
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antrales (foliculos primordiales, pri-
marios y secundarios) (Figs. 1, 2y 3).

—Optimizar el aislamiento de foliculos
preantrales obtenidos a partir de CO
fresca y sometida a CP.

—Establecer un sistema eficiente de

cultivo in vitro de los foliculos prean- Trincién con hematoxilina y eosina: FoI|cqu

secundario (cabeza de flecha); Foliculo

trales obtenidos y recuperacion de desprendido de la membrana basal (flecha)
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Figura 4.-Porcentajes de
foliculos No Colapsados
(morfol6gicamente
normales) y Colapsados

en corteza ovarica fresca,

congelada y vitrificada.
Los nimeros indican el
total de foliculos
valorados.
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otro de vitrificacion sobre la morfologia
de los foliculos preantrales, asi como so-
bre la capacidad de proliferaciéon de las
células de la granulosa, que recubren in-
ternamente los foliculos. Los resultados
preliminares, permiten avanzar que la CP
afecta significativamente a la integridad
de la CO, al producir una disminucién del
porcentaje de foliculos morfolégicamente
normales (Fig. 4) (Romero et al, 2024.
17° Congreso AERA; en prensa).

MOTHER esté liderado desde el Area
de Genética y Reproduccién Animal del
SERIDA. Para desarrollo del proyecto, de
4 anos de duracion, se ha constituido un
consorcio investigador multidisciplinar en
el que, ademas del SERIDA y la Universi-
dad de Oviedo, participan el Instituto Na-
cional para la Investigacién Agronémica
de Francia (INRAe), la Academia Polaca
de Ciencias, la Universidad de Ciencias
de la Vida de Estonia y companias biotec-
nolégicas como la clinica de reproduc-
cién asistida ERGO (Espana) o CONCEP-
TEASY (Estonia).

Proyecto MOTHER: PID2022-138633
OR-I00, financiado por MCIN/AEI/
10.13039/50110001133/FEDER UE. Con-
trato de Paula Romero Munoz: PREP20
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