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RESUMEN

 Multitud de especies se encuentran en graves dificultades para mantener poblaciones viables 
en libertad, siendo éste el caso del lince ibérico, el felino más amenazado del planeta. A pesar 
de los esfuerzos para su conservación en su medio natural los censos poblacionales indican un 
descenso en el número de individuos. Es urgente, por tanto, poner en marcha una herramienta 
dirigida a la conservación ex situ, tratando de almacenar un máximo de diversidad genética en 
un banco de recursos genéticos disponible para uso en el futuro mediante tecnologías reproduc-
tivas. Se recogieron explantes de tejidos, tanto de necropsias como de biopsias, y se enviaron al 
laboratorio mediante un dispositivo eficaz de aislamiento térmico. Parte del tejido se congeló y 
el resto se procesó para su incubación, criopreservando las células obtenidas. Explantes y fibro-
blastos se conservan almacenados en nitrógeno líquido. Se utilizaron como modelo tejidos de 
lince rojo y lince boreal. Se congelaron células de 2 linces rojos, que iniciaron cultivo tras 9 meses 
criopreservadas, y de 7 linces boreales, congelando células en el 57% de los casos. Se obtuvieron 
biomateriales de 13 linces ibéricos: 7 biopsias, de las que se congelaron células del 86% de los in-
dividuos, y 6 necropsias, de las que se congelaron tejidos en todos ellos (100%) y células del 67% 
de los casos. El éxito en la obtención de células vivas a partir de biopsias y de necropsias pone de 
manifiesto el inestimable valor del rescate de estos biomateriales, permitiendo la conservación de 
estos genotipos para uso futuro.

Palabras clave: banco recursos genéticos, criopreservación, explantes, fibroblastos, lince ibérico.

ABSTRACT

Conservation of tissue and cells from Iberian lynx (Lynx pardinus), Eurasian lynx (L. lynx) and 
bobcats (L. rufus) to establish a genetic resource bank

 Many species face considerable difficulties in maintaining viable populations under natural 
conditions. This is the case of the Iberian lynx, the most endangered felid in the world. Despite 
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substantial conservation efforts in its natural habitat, the population size is decreasing. Thus, 
ex-situ conservation strategies must be implemented, aimed at preserving the maximum genetic 
variation through conserving biomaterials in a genetic resource bank, and the future use of these 
materials by means of reproductive biotechnologies. We obtained tissue explants from biopsies 
and necropsies, and transported them to the laboratory under thermal isolation. Part of the 
tissue was cryopreserved and the rest was incubated to collect and cryopreserve fibroblasts. Tissue 
samples and fibroblasts are currently cryopreserved in liquid nitrogen. We used skin samples 
from bobcats and Eurasian lynxes as models. Tissue and cells from 2 bobcats were cryopreserved 
and viable cells were recovered after being preserved for 9 months. Skin samples were biopsied 
from 7 Eurasian lynxes and cells were preserved from 57% of the animals; the main problem 
encountered was contamination during sample collection and transport. Biomaterials from 13 
Iberian lynxes were obtained (7 biopsies, 6 necropsies). Cells were obtained and cryopreserved 
from 86% of biopsies. Regarding necropsy tissue, samples were cryopreserved for all individuals 
(100%), and cells from 67% of them. The successful cryopreservation of tissue and cells from 
live and dead lynxes highlights the advantages of rescuing these genotypes and the potential use 
of these biomaterials.

Key words: cryopreservation, genetic resource banks, Iberian lynx, skin samples fibroblasts.

INTRODUCCIÓN

 El lince ibérico (Lynx pardinus) es el felino más amenazado del planeta, consi-
derado "En Peligro Crítico" de extinción (Nowell y Jackson 1996, IUCN 2004). 
El tamaño de población es inferior a 200 individuos (Guzmán et al. 2004) y ac-
tualmente sólo existen núcleos reproductores en el sur de la Península Ibérica, en 
Doñana y Sierra Morena, y ambas poblaciones están aisladas. En una situación 
como ésta es fundamental potenciar todas las acciones dirigidas a la conservación 
de la especie, con estrategias complementarias in-situ y ex-situ, que contribuyan a 
mantener la diversidad genética actual. Con este objetivo, y como complemento 
a los esfuerzos de conservación in-situ que se vienen realizando desde hace déca-
das, se considera fundamental la puesta en marcha de medidas de conservación 
ex-situ como la creación de un Banco de Recursos Genéticos. 
 La disponibilidad del material biológico conservado en estos bancos ofrece 
muchas ventajas pues no sólo supone un ahorro de dinero, al resultar más econó-
mico el intercambio de estos biomateriales que el de animales, sino que además 
evita los riesgos sanitarios asociados a la introducción de individuos en poblacio-
nes diferentes y se elimina la necesidad de extraer más individuos de poblaciones 
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naturales si la depresión por consanguinidad amenaza la continuidad de un pro-
grama de cría en cautividad. 
 Los bancos de recursos genéticos constituyen, por lo tanto, una herramienta 
fundamental para el manejo genético de especies amenazadas al permitir con-
servar biomateriales con el fin de evitar la consanguinidad y la pérdida de va-
riabilidad genética y brindan la oportunidad de maximizar las oportunidades 
reproductivas de los individuos vivos y de preservar biomateriales de animales 
que mueren para posibilitar su reproducción futura (Wildt et al. 1997, Karow 
y Critser 1997). Los biomateriales frecuentemente conservados en bancos de 
recursos genéticos incluyen semen y embriones y, a partir de esfuerzos más re-
cientes, también óvulos. Estos biomateriales se agrupan generalmente bajo la 
denominación de “germoplasma”. La criopreservación de semen de animales do-
mésticos es un procedimiento de rutina en algunas especies desde hace muchos 
años. Más recientemente, se han desarrollado muchos trabajos de investigación 
con el fin de desarrollar métodos de conservación de espermatozoides de especies 
silvestres (Watson y Holt 2001). También existen considerables esfuerzos para la 
conservación y uso de embriones de especies silvestres (Watson y Holt 2001).
 En años recientes, y gracias al avance de procedimientos de transferencia de 
núcleo (clonación) en especies de laboratorio (Nagy et al. 2003), de animales do-
mésticos (Cibelli et al. 2002), y en especies silvestres (Lanza et al. 2000, Loi et al. 
2001, Gómez et al. 2003, 2004), se ha resaltado la ventaja de conservar también 
tejidos y células somáticas. La conservación de células somáticas viables tiene por 
tanto, en este contexto, un papel fundamental para el desarrollo de biotecnolo-
gías reproductivas. 
 Para poder conservar tejidos y células somáticas es esencial disponer de pro-
tocolos de congelación adecuados. Por ello, se han desarrollado varios estudios 
en especies domésticas con el fin de caracterizar condiciones adecuadas de ob-
tención y criopreservación de diversos tejidos (Silvestre et al. 2002, 2003, 2004). 
También se ha puesto interés en el desarrollo de procedimientos adecuados de 
obtención de células de especies silvestres (Caamaño et al. 2005). Puesto que las 
posibilidades de experimentar con ejemplares de especies en peligro de extinción 
son muy limitadas, es necesario trabajar con especies modelo, que resultarán 
tanto mejores cuanto más próximas se encuentren, desde un punto de vista fi-
logenético, de la especie de interés. En esta ocasión, como modelo para el lince 
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ibérico (Lynx pardinus), se ha recurrido al lince rojo (Lynx rufus) y al lince boreal 
(Lynx lynx). 
 El objetivo de este trabajo ha sido explorar condiciones de obtención y trans-
porte de muestras de tejidos al laboratorio, así como definir condiciones de cul-
tivo y criopreservación de tejidos y fibroblastos de linces rojo, boreal e ibérico.

MATERIAL Y MÉTODOS

 Todos los reactivos y medios de cultivo empleados provienen de Sigma (Ma-
drid) o Gibco Invitrogen (Madrid). El material plástico de cultivo de tejidos fue 
adquirido a Falcon (Becton-Dickinson, Madrid).
 Se implementó un sistema de recolección de muestras a partir de necropsias 
y de biopsias de animales anestesiados para exámenes o procedimientos rutina-
rios. Mediante este sistema, las muestras se conservaron en medio de transporte 
de biopsias (MTB) basado en “Medio Independiente de CO

2
” con 10% de suero 

fetal bovino inactivado y suplementado con 200 µg/ml de penicilina-estreptomi-
cina, 100 µg/ml de gentamicina, y 5 µg/ml de anfotericina B y se trasladaron al 
laboratorio a 5ºC en un contenedor con aislamiento térmico.
 El material recepcionado se lavó en abundante D-PBS y, en el caso de las 
necropsias, parte del tejido se criopreservó en medio de congelación de biopsias 
(MCB) preparado a partir del MTB suplementado con el 10% del crioprotector 
(DMSO) en criotubos, refrigerando 2 horas a 5ºC, congelando a -80ºC toda la 
noche y almacenado en nitrógeno líquido a -196ºC. En todos los casos se pro-
cesó el tejido mediante troceado manual sobre una placa de 35 mm de diámetro 
para su incubación en medio D-MEM con 10% de suero bovino inactivado, 
L-glutamina al 1%, 100 µg/ml de penicilina-estreptomicina y 2,5 µg/ml de an-
fotericina B a 37ºC en atmósfera húmeda con el 5% de CO

2
 en aire.

 Las células obtenidas de los explantes crecieron ocupando la superficie del re-
cipiente hasta alcanzar confluencia, momento en el que se realizó un primer pasaje 
para incrementar el número de fibroblastos, lavando con D-PBS y levantando la 
monocapa con Tripsina-EDTA al 0,25% dejando actuar 5 minutos, neutralizan-
do la acción enzimática con D-MEM completo. A continuación se centrifugó 5 
minutos a 1.000 r.p.m. a 20ºC, se resuspendieron las células con D-MEM com-
pleto y se sembraron en una botella de 25 cm2. Se repitió el proceso en un segundo 
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pasaje, subcultivando en una botella de 75 cm2. Una vez alcanzada la confluencia 
en el recipiente de mayor tamaño, se tripsinizaron las células y se evaluó la viabi-
lidad mediante tinción vital con azul tripán y se estimó la concentración celular 
(Davis 2002). Los fibroblastos se criopreservaron en medio D-MEM completo 
con 10% de DMSO en criotubos debidamente rotulados, refrigerando 2 horas 
a 5ºC, congelando a -80ºC durante toda la noche y almacenado en nitrógeno 
líquido a -196ºC. 
 Se comprobó la eficacia de la criopreservación cultivando células desconge-
ladas de algunos individuos. La descongelación rápida se realizó sacando los crio-
tubos del nitrógeno y sumergiéndolos 2 minutos directamente en un baño maría 
a 37ºC, desinfectando el criotubo con alcohol al 70% antes de abrir. El DMSO 
se neutralizó con DMEM y se centrifugó 5 minutos a 1.000 r.p.m. a 20ºC. Las 
células se resuspendieron en D-MEM completo comprobando la viabilidad antes 
de sembrarlas en una botella de 75 cm2.

RESULTADOS

El protocolo de recogida y transporte de las muestras de piel se modificó en 
ocasiones para rescatar mayor cantidad de material biológico prestando especial 
atención a las condiciones de obtención de la muestra de los individuos. En dos 
ocasiones la contaminación de las muestras obligó a una modificación del tipo y 
concentraciones de antibiótico para el medio de transporte. Inicialmente se em-
pleó 10 µg/ml de penicilina-estreptomicina, y estas cantidades se incrementaron 
a 200 µg/ml de penicilina-estreptomicina. En ocasiones se añadió también 100 
µg/ml de gentamicina y 5 µg/ml de anfotericina B. Se prestó especial atención a 
las condiciones de asepsia durante el procesado con el fin de evitar contamina-
ciones. Aún así, se observó en ocasiones la pérdida de los cultivos por contami-
nación masiva de las muestras.
 Se obtuvieron muestras de 2 linces rojos mediante biopsia de piel; estas mues-
tras se obtuvieron aprovechando las ocasiones en las que se realizaba anestesia de 
los animales para otros procedimientos. En estos animales se pudo obtener desa-
rrollo de fibroblastos en ambos casos, y se congelaron células también en ambas 
ocasiones (Tabla 1). Con el fin de examinar la viabilidad de los procedimientos 
de criopreservación las células se descongelaron y se procedió a cultivo celular. 
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Las células conservaron la viabilidad y fueron capaces de iniciar cultivo después 
de 9 meses almacenadas en nitrógeno líquido.

TABLA 1
Relación de individuos de tres especies de lince procesados desde Mayo 2004 hasta Agosto 

2005 y conservados en nitrógeno líquido (-196ºC) discriminando, en cada caso, el material ti-
sular del material celular. El bajo rendimiento en algunos casos se ha debido a contaminaciones 
o a un tiempo prolongado entre la obtención del material, transporte e inicio del cultivo celular.

Individuals of three lynx species for which samples have been collected and processed from May 2004 
to August 2005 and cryopreserved in liquid nitrogen (-196ºC), discriminating tissue samples and 
cells. Low output in a few cases was due to contamination or a long time between collection and 

initiation of tissue culture.

lince rojo
(Lynx rufus)

lince boreal
(Lynx lynx)

lince ibérico
(Lynx pardinus)

Procedencia del explante biopsia biopsia biopsia necropsia

Nº individuos 2 7 7 6
Nº individuos con tejidos conservados 
a -196ºC

0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%)

Nº individuos con células conservadas 
a -196ºC

2 (100%) 4 (57%) 6 (86%) 4 (67%)

 Se obtuvieron biopsias de piel de 7 linces boreales, aprovechando también las 
capturas y anestesias realizadas para otros procedimientos. De estos individuos se 
obtuvo crecimiento en cultivo en 4 ocasiones (57%) y de todos estos individuos 
se criopreservaron células (Tabla 1); los casos de crecimiento negativo se debieron 
a contaminaciones o a un tiempo demasiado prolongado entre la obtención de la 
biopsia y el inicio del cultivo celular.
 Se obtuvieron muestras de piel de 13 linces ibéricos (Tabla 1). Las muestras 
procedieron, por una parte, de 7 biopsias realizadas con ocasión de exámenes sa-
nitarios. A partir de este material se obtuvo crecimiento en cultivo (Figura 1) en 
6 ocasiones (86%) y se criopreservaron células en estos casos. De estas muestras 
de piel, obtenidas por biopsia, no se criopreservaron trozos de tejido debido a la 
limitada cantidad de material recibido (2 trozos de 5 mm cada uno). Por otra 
parte, se rescataron tejidos de 6 animales muertos. Se obtuvieron muestras de piel 
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y se criopreservan en todas las ocasiones. Se realizaron, además, cultivos de tejidos 
y se obtuvieron células, con posterior criopreservación en el 67% de los casos.

Figura 1. Fibroblastos de lince ibérico en cultivo pertenecientes a “Brisa”,
hembra de la primera camada de linces ibéricos nacida en cautividad.

Fibroblasts obtained after incubation of Iberian lynx skin samples from “Brisa”,
a female from the first litter born in captivity.

 Se evaluó el efecto del tiempo transcurrido desde el momento de la obtención 
de la muestra hasta el momento de su procesado en el laboratorio sobre el éxito del 
crecimiento celular en cultivo. Los análisis se realizaron para el total de muestras 
recibidas sin discriminar entre especies de lince. El éxito del inicio del cultivo (es 
decir, el número de muestras con crecimiento celular en relación al total) disminu-
yó a medida que transcurrió más tiempo desde el muestreo (Figura 2). Transcurri-
das 12 horas se observó crecimiento en el 77,8% de las muestras procesadas (que 
fue del 100% si se eliminan del análisis las muestras que se contaminaron). Con 
24 horas hasta el inicio del cultivo se observó crecimiento en el 73,3% de los casos. 
Y, finalmente, tras 48 horas tan solo iniciaron crecimiento en cultivo el 66,7% de 
las muestras. En relación al tiempo que tardaron las células en crecer a partir del 
explante (teniendo en cuenta los cultivos en los que se observó crecimiento), los 
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resultados reflejan que el incremento de unas horas en el tiempo transcurrido hasta 
el comienzo del cultivo retrasó unos días el inicio del crecimiento (Figura 3). Se 
observaron diferencias significativas entre los cultivos procesados en el mismo día 
(12 horas) y los procesados a las 24 horas (p< 0,02) y 48 horas (p< 0,005).

Figura 2. Proporción de cultivos que mostraron crecimiento celular según el tiempo
transcurrido desde la obtención de la muestra de tejido hasta el inicio del cultivo.

Proportion of cultures showing cell growth depending on the time elapsed from sampling
until the beginning of tissue culture. 

 Se cuantificó para las tres especies el tiempo en que los fibroblastos comenza-
ron a emerger del explante, el tiempo de crecimiento hasta alcanzar confluencia, 
y el tiempo necesario para completar 2 pasajes y realizar congelación de células. 
Se observó en bobcats y linces boreales períodos similares para las tres fases del 
protocolo de obtención de células y congelación (Figura 4). Estos períodos fue-
ron de aproximadamente 7 días para la emergencia de los fibroblastos del explan-
te, 18 días para el crecimiento, y 29 días para completar la congelación. En lince 
ibérico se observó que, si bien las dos primeras fases eran de una duración similar, 
el tiempo necesario para completar el proceso de crecimiento y criopreservación 
se extendía durante más tiempo hasta un total de 40-43 días.
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Figura 3. Efecto del tiempo transcurrido entre el muestreo y el procesado de epidermis en el 
laboratorio sobre el tiempo de inicio del crecimiento celular en el cultivo primario. Los valores 

son medias ± error estándar. Diferencias significativas: *p< 0,02; **p= 0,005.

Effect of time elapsed between skin sampling and processing on the start of cellular growth in the 
primary culture. Values are means ± standard error. Statistically significant differences between time 

groups, *p< 0.02; **p= 0.005.

DISCUSIÓN

 Los resultados de este estudio muestran que es posible obtener y procesar 
tejidos de tres especies de linces para el establecimiento de un banco de recursos 
genéticos. Se han encontrado dificultades en el mantenimiento de la viabilidad 
de los cultivos, tanto por problemas debidos a contaminación, como por el tiem-
po transcurrido entre la obtención de las muestras y el inicio del cultivo celular. 
Sin embargo, estos problemas se han podido superar en gran medida y se ha 
logrado establecer un protocolo de procesamiento de muestras que se emplea de 
rutina en la actualidad.
 A pesar del escaso número de individuos con el que se ha podido trabajar y 
las distancias entre los sitios de alojamiento de los animales, o el lugar de las ne-
cropsias, y el laboratorio, se ha podido realizar una puesta a punto de un sistema 
de recolección, transporte y procesado de las muestras. Se inició este trabajo con 
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especies modelo (bobcats y lince boreal) y también se ha tenido la oportunidad 
de acceder a muestras de piel de lince ibérico recolectadas durante procedimien-
tos de exámenes sanitarios. Finalmente, y debido a las muertes de individuos de 
lince ibérico (principalmente por atropellos en carretera), se ha contado también 
con la ocasión de realizar rescate de biomateriales con material procedente de 
necropsias.

Figura 4. Cultivo de tejidos de tres especies de linces: bobcat (Lynx rufus), lince boreal (L. lynx) 
y lince ibérico (L. pardinus). Los resultados indican el tiempo de emergencia de células desde 

los explantes, el tiempo de crecimiento hasta confluencia, y el tiempo necesario
para completar 2 pasajes y congelación.

Tissue culture in three lynx species: bobcat (Lynx rufus), Eurasian lynx (L. lynx) and Iberian lynx 
(L. pardinus). Results indicate the time for emergence of cells from explants, time to confluence and 

time needed for 2 passages and freezing of cells.

 Se encontraron diferencias en el éxito del procesado de tejidos. En el caso 
de los linces boreales, la proporción de éxito de crecimiento de células en cul-
tivo fue bajo, en parte debido a contaminaciones pero, principalmente, por el 
tiempo transcurrido entre la recolección de las muestras y el inicio del cultivo, 
resultando subóptimo un intervalo mayor de 12 horas para procesar los tejidos, 
observación que se ha realizado en otras especies (Silvestre et al. 2004). En el caso 
de lince ibérico, especie en la que se ha podido comparar el éxito de crecimiento 
de células en cultivo, según se obtuvieran las muestras de piel mediante biopsia o 
procedente de necropsia, se observó que se desarrolla una proporción mayor de 
muestras a partir de biopsias que de necropsias, fenómeno que se debe en parte a 
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la contaminación de las muestras. Las muestras de necropsias, sin embargo, per-
miten criopreservar tejidos antes de cultivar ya que, en general, se puede recoger 
mayor cantidad de tejido (piel).
 Con el fin de disminuir la contaminación de las muestras se examinaron 
diversos tratamientos antibióticos, así como diversas concentraciones de los mis-
mos. Se ha visto que con un incremento en las concentraciones de antibióticos, 
y la adición de antifúngicos, se mejora notablemente el éxito de los cultivos, 
observación que también se ha realizado en otras especies silvestres (Caamaño et 
al. 2005). Se observó también que los episodios de contaminación procedentes 
de las necropsias ocasionan también la contaminación de cultivos que proceden 
de biopsias cuando se cultivan en el mismo incubador. Por este motivo, se sugiere 
la criopreservación rutinaria de la mitad del material procedente de necropsias o, 
en ocasiones, la criopreservación completa de las muestras con cultivo posterior, 
cuando la posibilidad de contaminación de otras muestras sea mínima.
 En otros estudios (Caamaño et al. 2005) se ha procedido a disgregar el te-
jido muestreado mediante tratamiento enzimático con colagenasa. En nuestro 
estudio, se ha preferido no realizar esta manipulación para permitir el explante 
espontáneo de las células. En trabajos futuros se realizará una comparación de las 
características de las células obtenidas según estos diferentes procedimientos.
 El desarrollo de este trabajo también ha permitido poner en evidencia la ne-
cesidad de un transporte rápido de las muestras al laboratorio, especialmente en 
el caso de las necropsias. Si bien el tiempo de transporte en sí puede no ser pro-
longado (por ejemplo, durante la noche, por mensajería), a esto se ha de sumar 
el tiempo que puede haber transcurrido hasta detectar un cadáver, más el tiempo 
necesario para el transporte del cadáver y la necropsia del mismo. Este tiempo 
adicional incrementa la contaminación del material y afecta negativamente a las 
posibilidades de éxito en el crecimiento de células.
 En conclusión, este estudio demuestra la posibilidad de conservar tejidos y 
células vivas a partir de biopsias y necropsias de linces modelo y de linces ibé-
ricos, y resalta el enorme valor del rescate y conservación de biomateriales de 
individuos de especies amenazadas para usos futuros en estudios de biología de 
estas especies y aplicación mediante biotecnologías reproductivas.
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