Anatomiay embriologia comparadas del aparato reproductor

OBJETIVO: Proporcionar al alumno los conocimientos bésicos y particularidades
especificas de las estructuras anatémicas relacionadas con las gbnadas y los
conductos genitales de los diferentes mamiferos domésicos, asi como los
conocimientos sobre la formacion del aparato genital (organogénesis) y las primeras
fases del desarrollo embrionario.

CURSO 0: La asignatura incluye un curso no presencial de introduccion, a realizar por
los alumnos que lo deseen, previamente a la imparticion de la docencia.Se ofertan
textos, presentaciones de diapositivas, imagenes interactivas y videos. A este curso se
accee mediante el entorno SUMA docente de la Universidad de Murcia.

CONTENIDOS TEORICOS:

e Introduccién: topografia, conformacién, vascularizacién e inervacién de los
organos del aparato reproductor de los mamiferos domésticos

e Conformacion y estructura general del aparato genital masculino y femenino de
los mamiferos domésticos. Estudio particular en el perro.

e Caracteristicas especificas de la morfologia del aparato genital masculino y
femenino en los diferentes mamiferos domésticos.

e Primeras fases del desarrollo embrionario: del cigoto al blastocisto.
Placentacion

e Organogénesis del aparato reproductor de los mamiferos domésticos:
gonadogénesis y evolucion de los conductos mesonefral y paramesonefral.
Anomalias mas frecuentes.

CONTENIDOS PRACTICOS:

e Estudio del aparato reproductor del perro sobre prosecciones

e Manejo del programa interactivo para el estudio de la anatomia del aparato
reproductor en el perro

e Disecciones de la cavidad pelviana del perro (macho y hembra) sobre
cadaveres en fresco.

o Estudio de genitales masculinos de caballo, toro y cerdo, sobre piezas fijadas.

o Diseccibn de testiculos obtenidos en el matadero (toro y cerdo).

o Estudio de genitales femeninos de yegua, vaca y cerda, sobre piezas fijadas.

» Diseccion de genitales femeninos obtenidos del matadero.

o Diseccion de uteros gestantes de las hembras domésticas para el estudio de
los tipos de placentas y anejos embrionarios.

METODOLOGIA DOCENTE:

e Docencia no presencial: Curso 0 de introduccién a la asignatura.
o Clase teérica: para imparticién de contenidos fundamentales. 45min.

o Clase practica: para trabajo directo de los alumnos sobre el material. A los
alumnos se le ofrece una guia de practicas que fomenta el
autoaprendizaje y el trabajo cooperativo. Las practicas son tuteladas en todo
momento por el profesor.

e Trabajo dirigido: se forman grupos de 2-3 personas para estudiar y elaborar un
tema propuesto. Implica revision bibliogréfica, entrega de una memoria y
presentacion del tema a todos los alumnos para su discusion en grupo.



TELEENSENANZA: Mediante videoconferencia, en conexién con el Centro de Cirugia
de Minima Invasion JesUs Uson (Caceres), se imparte una sesion de cirugia
laparoscépica del aparato reproductor de la Perra una charla sobre las aplicaciones de
la cirugia laparoscépica en el aparato reproductor masculino y femenino.

EVALUACION

e Inicial. El Curso 0 incluye un autotest que sirve de evaluacion inicial.

e Del proceso de aprendizaje: Test intermedio de conocimientos adquiridos en
las primeras sesiones tedricas y practicas

e Final: Test al final de la asignatura.

e Trabajo dirigido: se puntla la memoria entregada y la sesi6n expositiva.

e En la calificacion final se tendra en cuenta el grado de asistencia.
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Origen y desarrollo de los gametos masculino y femenino.

Descripcion de la asignatura:

La asignatura pertenece al grupo de seminarios que pretenden sentar las bases
de conocimientos sobre las que se desarrolla el resto del programa, ofreciendo al
alumno la oportunidad de profundizar con detalle en lo que hasta el momento se
conoce sobre el origen de los gametos masculino y femenino. Asimismo, se pretende
gue el alumno conozca la ultraestructura de las células germinales y los procesos
fisiolégicos que acontecen hasta que se transforman en células maduras aptas para
participar en la fecundacion, y se termina con dos temas que complementan sus
conocimientos anatémicos explicando la estructura histolégica de los aparatos
reproductores masculino y femenino.

Sesiones teodricas:
Ovario I: organizacion histoldgica. Foliculogénesis. Liquido Folicular.
Ovario Il: Foliculogénesis. Foliculos atrésicos”
Ovogénesis
El gameto femenino: ultraestructura y biologia celular
Aspectos moleculares del ovario
Trompas uterinas: histologia
Utero y Vagina: histologia
Poliaminas y sistema reproductor
Testiculo I: Organizacién histologica
Testiculo Il: Espermatogénesis
El espermatozoide |
El espermatozoide I
Espermiogénesis
Aspectos moleculares del testiculo
Vias esperméticas
Glandulas accesorias

Sesiones practicas:

Observacion al microscopio electronico de secciones de testiculo.

Observacion al microscopio electrénico de secciones de ovario.

Observacion al microscopio 6ptico de secciones de ovario humano en diferentes
estadios.

Observacion al microscopio 6ptico de secciones de ovario de mono

Realizacién de un frotis vaginal y determinacion del ciclo estral.

Estudio de frotis de espermatozoides de diferentes mamiferos mediante

microscopia optica.

Metodologia docente:

Las clases teoricas se realizaran mediante lecciones magistrales con la
utilizacién de medios audiovisuales (videos y diapositivas).

Las clases précticas se llevaran a cabo en los laboratorios del Departamento de
Biologia Celular y en la Sala de préacticas de microscopios

Evaluacion:

La evaluacion del alumnado se hara en virtud de la asistencia a las clases
tedricas y préacticas, que sera obligatoria. Igualmente deberd entregar una memoria
sobre las practicas realizadas. Realizara un trabajo de busqueda bibliografica sobre un
tema relacionado con este curso y lo presentara ante los profesores y resto de
estudiantes del curso.
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Comunicacién intercelular en el oviducto
Descripcion de la asignatura:

El objetivo general es profundizar, y hacer operativo por parte del alumno, en el
conocimiento sobre el oviducto y su importancia como lugar fisiol6gico de interaccion
con los gametos, posterior fecundacion y desarrollo embrionario temprano.

En los objetivos especificos, a nivel tedrico se introducira al alumno en el estudio del
fluido oviductal como producto de secrecién y medio fisiol6gico para la fecundacion,
las modificaciones sufridas por los gametos durante su paso por el oviducto, asi como
los fundamentos de las técnicas de cultivo de células oviductales. A nivel practico se
formara al alumno en el analisis quimico del fluido oviductal, los cultivos de células
epiteliales del oviducto y la observacion directa del efecto sobre los gametos tras el
cocultivo con los mismos.

Al finalizar el curso, el alumno habra adquirido la formacidén tedrica y practica
necesaria para trabajar de forma independiente con las técnicas descritas. El alumno
sera capaz de realizar la toma de muestras oviductales (tanto de fluido como de
células), de analizarlas y de establecer por si mismo un cultivo celular en monocapa o
vesiculas. Igualmente podra discernir entre los distintos tipos celulares presentes en el
oviducto asi como conocer la pureza en células epiteliales del cultivo realizado.

a- Sesiones teodricas

1. Bases fisioldgicas de la reproduccion en la hembra. Fisiologia ovéarica: ovogénesis y
foliculogénesis. Ovulacién: mecanismos y endocrinologia. Luteinizacion y luteolisis.
Funciones del oviducto, Utero y cervix, vagina, vestibulo, vulva y clitoris

2. Ciclos reproductores de las hembras domésticas. Ciclo menstrual en la especie
humana. Clasificacién del ciclo estral en las diferentes especies domésticas. Fases del
ciclo estral. Regulacion endocrina.

3. Fisiologia del oviducto. Regiones y microambientes. Funciones del infundibulo,
ampolla, istmo y unién Utero-tubéarica. Células ciliadas y células secretoras: distribucion
y funciones. Gradientes de temperatura en el oviducto durante el estro.

4. Fluido oviductal. Dinamica de la acumulacion de fluido. Direccién del flujo de
oviductal. Composicion: contenido en proteinas y enzimas, aminoéacidos, electrolitos y
sustratos energéticos. Secreciones glicoproteicas. Caracteristicas fisicas del fluido.
Hormonas detectadas en el fluido oviductal.

5. Interacciones espermatozoide-oviducto. El oviducto como reservorio funcional de
espermatozoides. Adhesion de los espermatozoides al endosalpinx. Capacitacion
espermatica en condiciones fisiol6gicas. Papel de las glicoproteinas oviductales en la
capacitacion y reaccion acrosémica. Liberacion controlada de espermatozoides por el
istmo

6. Interacciones ovocito-oviducto. El oviducto como receptor de sefiales ovaricas.
Control endocrino ovarico de las secreciones oviductales. Ratio estradiol/progesterona.
Las células del cumulus oophorus como tejido paracrino en el oviducto. Ovulacion:
mecanismos y endocrinologia.

7. El oviducto como lugar donde ocurre la fecundacion. Transporte de los gametos en
el oviducto. Papel de las células ciliadas. Contracciones de la pared oviductal. Control
endocrino. Transporte del cigoto hacia el Gtero.

b- Sesiones practicas



1. Diseccion de oviductos en las especies porcina y bovina. Obtencion de células
oviductales (método enzimatico y mecanico). Siembra.

2. Diseccion de oviductos. Cultivo en monocapa de las células oviductales de cerda en
distintas etapas del ciclo estral. Cultivos diferenciados de células de ampolla e istmo.
Cultivo en monocapa y en vesiculas. Recuento celular. Valoracién de la viabilidad
mediante la técnica de azul tripan.

3. Tripsinizacion y cultivos celulares secundarios.

4. Obtencion de fluido oviductal. Almacenamiento.

5. Cultivo de ovocitos con células oviductales y fluido oviductal. Estudio de la digestion
de la zona pellcida con pronasa.

6 Cultivo de espermatozoides con células oviductales de distintas regiones. Estudio de
la adhesion espermatica.

7. Preparacion de muestras de fluido oviductal para andlisis de la actividad de
diferentes glicosidasas oviductales. Tripsinizacion y cultivos celulares secundarios

8. Lectura de los resultados de los ensayos enzimaticos. Conclusiones

Metodologia docente:

Las sesiones tedricas se desarrollardn en aulas. Para impartir estas sesiones se
combinara la leccion magistral con técnicas de aprendizaje cooperativo como el
trabajo en grupos organizados en puzzle o PBL. Se indicard a los alumnos las listas de
entregables a presentar que iran elaborando a lo largo del cuatrimestre.En las
sesiones practicas se utilizara también el sistema de trabajo en grupo para que
consigan los objetivos de cada sesion

Evaluacion:

La evaluacion del alumnado se hara en virtud de la asistencia a las clases teéricas y
practicas, que sera obligatoria. Igualmente se evaluaran los distintos entregables que
se propongan, sean éstos individuales o de grupo y se realizara una prueba escrita
consistente en 25 cuestiones cortas relacionadas con los contenidos trabajados
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Reconocimiento entre gametos, fecundacion y desarrollo embrionario temprano

Descripcion de la asignatura:

La asignatura pretende proporcionar al alumno los conocimientos basicos
actualizados sobre el proceso de fecundacion y todos los acontecimientos que lo rodean
en condiciones fisiologicas para, posteriormente, en las sesiones practicas, introducirlo
en la primera de las técnicas de reproduccion asistida del Programa, la fecundacion in
vitro. Se empieza en este curso por el modelo murino, para poder pasar en cursos
siguientes al modelo porcino, bovino o humano.

Sesiones tedricas:

o Maduracion epididimaria del espermatozoide. Capacidad fertilizante.
Adquisicion del movimiento. Cambios en la membrana plasmatica del
espermatozoide. Cambios en otras estructuras del espermatozoide.

o Capacitacidon del espermatozoide. Depdsito y almacenamiento en el tracto
femenino. Aspectos moleculares de la capacitacion in vivo e in vitro. Factores que
afectan a la capacitacion.

o Reaccidn acrosdmica e hiperactivacion espermatica. Estructura del acrosoma.
Composicion del acrosoma. Etapas de la reaccion acrosomica. Aspectos
ultraestructurales. Induccion de la reaccion acrosémica. Reaccion acrosomica
espontanea. Caracteristicas generales de la hiperactivacion. Papel fisiolégico de la
hiperactivacion. Bases moleculares de la hiperactivacion.

o Interaccion del espermatozoide con las envolturas del ovocito. EI cumulus
oophorus. Penetracion del cumulus oophorus por el espermatozoide. Células del
cumulus y &cido hialurénico.

o Biologia celular de la zona pellcida. Biologia molecular de la zona pelucida.
Origen. Estructura. Composicién. Formacion y sintesis. Funcion. Especie-
especificidad. Papel de los carbohidratos. Reconocimiento primario.
Reconocimiento secundario. Penetracion a través de la zona pelucida.
Inmunocontracepcion.

o Fusion espermatozoide-ovocito. Tipos de fusidn entre gametos. Competencia
del espermatozoide. Competencia del oolema. Deteccion de la fusion. Control de la
fusion. Adhesion celular. Fusion de membranas. Moléculas del espermatozoide.
Moléculas del oolema.

o Activacion del ovocito y desarrollo embrionario temprano. Papel del calcio.
Consecuencias de la activacion. Donde y como ocurre la competencia del ovocito.
Activacion espontéanea e inducida. Reaccion cortical. Reaccion zonal. Bloqueo
rapido y lento de la poliespermia. Descondensacion del nicleo espermatico.
Finalizacion de la meiosis. Formacion de los pronicleos. Singamia. Activacion del
metabolismo. Desarrollo embrionario preimplantatorio. Mecanismos moleculares de
la implantacion.

o Efectos de la produccion in vitro de embriones en la calidad embrionaria,
alteracion de la expresion genética y produccion de sindromes.

SESIONES PRACTICAS

o Manejo de ratones e induccion de la superovulacion mediante tratamiento
hormonal.

o Obtencidn del camulo ovigero y aislamiento de ovocitos.
. Obtencion de embriones de ratdn en diferentes estadios de desarrollo embrionario.



. Induccidn de la activacion del ovocito mediante el uso del ionéforo de calcio.

o Induccion de la reaccion acrosdmica en espermatozoides usando agonistas
naturales y artificiales.

o Sexado de embriones mediante técnicas de biologia molecular (PCR).

Metodologia docente:

Las clases tedricas se realizaran mediante lecciones magistrales con la utilizacion de
medios audiovisuales (videos y diapositivas).

Las clases practicas se llevaran a cabo en los laboratorios del Departamento de
Biologia Celular y en la Sala de practicas de microscopios.

Evaluacion:

La evaluacion del alumnado se haré en virtud de la asistencia a las clases teoricas y
practicas, que sera obligatoria. Igualmente debera entregar una memoria sobre las
practicas realizadas. Realizaran un trabajo de basqueda bibliografica sobre un tema
relacionado con este curso y lo presentaran ante los profesores y resto de estudiantes del
curso.
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8.- Sun, Q.Y. (2003) Cellular and molecular mechanisms leading to cortical
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342-348.
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Maduracién in vitro, fecundacion in vitro y cultivo de embriones

Descripcioén de la asighatura:

Este curso pretende que el alumno conozca las diferentes etapas de la produccién de
embriones in vitro. Los modelos animales que se emplean corresponden a las
especies bovina y porcina. Para comprender los procesos de maduracion, fecundacion
y desarrollo embrionario in vitro es imprescindible que el alumno conozca en
profundidad estos mismos eventos in vivo, que se explican en la primera parte del
programa. Al finalizar las sesiones tedricas y practicas nuestro objetivo es que el
alumno sea capaz de reproducir en el laboratorio las diferentes etapas del proceso,
desde la obtencién de los gametos, la maduracién de los mismos y la fecundacion
hasta el cultivo embrionario, y que conozca la problemética y las limitaciones

existentes en cada paso.

Normalmente, cada sesion tedrica se corresponde con una o dos sesiones practicas,

que se desarrollan coordinadas.

Sesiones tedricas;

Maduracion in vitro (MIV; I). Generalidades sobre la maduracion in vitro en los
mamiferos domésticos. Medios de cultivo empleados. Metodologia de la MIV en las
especies bovina y porcina. Maduracion nuclear. Reanudacion espontanea de la

meiosis. Inhibidores del factor promotor de la maduracion (MPF).

Maduracion in vitro (MIV; II). Maduracion citoplasmética. Significado del
contenido intracelular de glutatiéon. Capacidad del ovocito para formar el pronucleo
masculino. Migracién de los granulos corticales in vitro. Expansion de las células del

cumulus oophorus.

Fecundacién in vitro (FIV; I). Resultados actuales de las técnicas de FIV en las
distintas especies. Métodos de FIV. Medios de cultivo empleados, condiciones
ambientales, aditivos necesarios. Obtencién y manipulacion de los espermatozoides
de verraco y de toro. Técnicas actuales para la capacitacion in vitro de los

espermatozoides.



Fecundacién in vitro (FIV; 1l). Cocultivo de espermatozoides y o0vocitos.
Concentracion de espermatozoides, ratio espermatozoide/ovocito, volumen de medio,
tiempos de cocultivo. Cocultivos con células oviductales. Activacion con ionéforo de

Calcio.

Inyeccidon intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl). Ventajas e
inconvenientes de la ICSI como técnica de fecundacion in vitro. Preparacion previa de
los gametos. Técnica de microinyeccion: calibracion del micromanipulador, medios de
manipulacioén de ovocitos y espermatozoides, inyeccion simulada, funcién de la PVP

en la microinyeccion.

Evaluacién de los resultados de FIV e ICSI. Distintos métodos de fijacion y
tincién de cigotos en estadio pronuclear. Cronologia del desarrollo del cigoto durante
las primeras 24 horas. Formacion pronuclear. Reaccién cortical. Reaccién de zona.

Problemas del bloqueo de la polispermia in vitro.

Cultivo de embriones. Técnicas para el cultivo in vitro de embriones: medios
empleados, condiciones ambientales, suplementos. Necesidades del embrién en los
primeros estadios. Funcion de cada uno de los componentes del medio de cultivo.
Evaluacion del desarrollo embrionario: morfologia, técnicas de tincion, tincién
diferencial de la masa celular interna y el trofoblasto. Resultados actuales en el cultivo

in vitro de embriones porcinos y bovinos.

Sesiones practicas:

Preparacion de medios de manipulacién, maduracion y fecundacion para

ovocitos porcinos y bovinos.

Obtencién de ovocitos a partir de ovarios de cerdas prepuberes y de terneras.

Manipulacién de los mismos.

Maduracion in vitro de ovocitos porcinos y bovinos. Fijacién y tincién para la

observacion de las distintas etapas del proceso y la evaluacion de la madurez nuclear.

Técnica de medicién del contenido intracelular de glutatién para la valoracion de

la maduracion citoplasmética (sesion teoricopractica).



Capacitacion de espermatozoides por diferentes métodos y valoracion inicial de

los resultados.

Fecundacién in vitro. Preparacion de microgotas de cultivo. Ajuste de
concentracion espermatica. Observacion de los resultados a diferentes tiempos de

coincubacion.

ICSI: Ajuste del micromanipulador. Introduccién de espermatozoides en la pipeta
de microinyeccién. Utilizacion de la pipeta de sujecidén del ovocito. Introduccion del

espermatozoide en el citoplasma del ovocito.

Fijacion y tincion de cigotos en estadio pronuclear. Interpretacion de los

resultados.

Preparacion de medios para el cultivo de embriones. Evaluacién morfol6gica del
desarrollo embrionario temprano. Tincién con Hoechst para valoraciéon del nimero de

células en el blastocisto.

Metodologia docente:

Las sesiones tedricas se desarrollaran en aulas. Para impartir estas sesiones se
combina la leccidbn magistral con técnicas de aprendizaje cooperativo como el trabajo
en grupos organizados en puzzle o PBL. Se indica a los alumnos las listas de
entregables a presentar que iran elaborando a lo largo del cuatrimestre.

En las sesiones practicas se utiliza también el sistema de trabajo en grupo para que

consigan los objetivos de cada sesion.

Evaluacion:

Para poder superar la asignatura es obligatoria la asistencia a las sesiones tedricas y

practicas.
Ademas los alumnos realizan un pequefio cuestionario teérico con 25 preguntas tipo test
sobre cuestiones tedricas. Para las practicas se realiza un examen con 25 diapositivas

sobre ovocitos y embriones que los alumnos han de evaluar

Bibliografia:
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and reproduction. Reprod Fertil Dev. 2006; 18(1-2): 99-107. Review.

Coy P, Romar R. In vitro production of pig embryos: a point of view. Reprod Fertil
Dev. 2002;14(5-6):275-286. Review.

Funahashi H. Polyspermic penetration in porcine IVM-IVF systems. Reprod Fertil
Dev. 2003;15(3):167-177.

Galli C, Duchi R, Crotti G, Turini P, Ponderato N, Colleoni S, Lagutina I,
Lazzari G. Bovine embryo technologies. Theriogenology. 2003 Jan 15;59(2):599-
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Gordon, I. Controlled reproduction in pigs. CAB International 1997. ISBN-
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Hafez ESE, Hafez B. Reproduccién e inseminaciéon artificial en animales.
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México, 2000. 72 Edicion.
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Pool TB. An update on embryo culture for human assisted reproductive
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Hasler JF. The current status and future of commercial embryo transfer in cattle.
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Hoshi H. In vitro production of bovine embryos and their application for embryo
transfer. Theriogenology. 2003 Jan 15;59(2):675-685. Review.

Nagai T. The improvement of in vitro maturation systems for bovine and porcine
oocytes. Theriogenology. 2001; 55(6): 1291-301. Review.
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Schultz RM. From egg to embryo: a peripatetic journey. Reproduction. 2005 Dec;
130(6): 825-828. Review.



6. Van Voorhis BJ. Outcomes from assisted reproductive technology. Obstet
Gynecol. 2006; 107(1): 183-200. Review.




Andlisis de la funcionalidad espermatica
Descripcién de la asignatura:

El desarrollo de los organismos multicelulares comienza con la fusion de los gametos.
Para ello, el espermatozoide debe ser capaz de encontrar al ovocito, fusionarse con él
y transferirle su contenido, para dar origen a un zigoto. Después de haber completado
su desarrollo y maduracion, el espermatozoide reconocerd al ovocito y penetrara las
capas superficiales que lo recubren. Este proceso es facilitado por la capacitacion y
reaccion acrosémica. A pesar de su enorme importancia funcional, muchas de las
preguntas fundamentales en torno a estos procesos permanecen aun sin respuesta.
Durante el curso el alumno ird estudiando las distintas etapas que debe sufrir la célula
espermatica previas a la fecundacién. También se analizaran las distintas técnicas que
permiten predecir de alguna manera la fertilidad de un eyaculado asi como el valor
predictivo que estas técnicas tienen.Se pretende que el alumno trabaje en equipo,
tome decisiones y que sea capaz de aplicar los conocimientos, las técnicas y las
habilidades necesarias para el estudio de la célula espermatica.Este curso es
eminentemente practico, no obstante, el temario se compone de una parte tedrica que
introducira los conocimientos necesarios en el alumno para que pueda desarrollar la
parte practica. Los contenidos son los siguientes:

Programa Tedrico

1. El laboratorio de analisis seminal. Obtencién, manipulacion y conservacion de las
muestras seminales.2. Técnicas basicas de analisis seminal. Concentracién
espermatica, motilidad, tinciones vitales, morfoanomalias espermaticas, valoracion del
estado del acrosoma. 3. Técnicas que evallan la funcionalidad de la membrana
espermatica. Test hiposmotico. Pruebas de capacitacion y reaccion acrosémica. 4.
Técnicas de fluorescencia para la valoracion espermética. Evaluacion de la viabilidad
celular. Evaluacion de la integridad del acrosoma. Evaluacion simultanea del acrosoma
y viabilidad celular. Evaluacion de la capacitacion espermatica 5. Otras técnicas de
andlisis seminal. Bioquimica del semen, microbiologia, uso de sistemas
computerizados, ndcleo espermatico. 6. Estudio de la fertilidad del semen mediante
técnicas in Vitro: Test de penetracion in vitro entre distintas especies: Test de hamster,
test bovino, test de penetracion in vitro en la misma especie con ovocitos inmaduros,
test de uniéon a la zona pellucida. 7. Interpretacion de los resultados del analisis
seminal. Valor predictivo. Fuentes de error.

Programa Practico

1). Obtencidén y conservacién de semen eyaculado y epidimario. 2). Preparacion de
medios para el andlisis seminal. 3). Analisis seminal clasico I: concentracién
espermatica y motilidad 4). Andlisis seminal clasico Il: tinciones vitales (eosina-
nigrosina), morfoanomalias espermaticas, valoracion del estado del acrosoma 5).
Andlisis seminal clasico lll: test hipoosmético, doble tincién vital (azul tripan-giemsa).
6). Introduccion a las técnicas de fluorescencia (microscopia y citometria de flujo).
Manipulacién del microscopio de fluorescencia, manipulacion de fluorocromos. 7).
Preparacion de los medios de capacitacidon. Sistemas de capacitacion espermética in
Vitro: Incubacién en medios de FIV, lavados espermaticos a través de gradientes de
percoll y de albumina. 8). Evaluacion de la capacitacion espermatica I: Tincion
merociamina/lyo pro 1 (microscopia de fluorescencia y citometria de flujo). 9).
Induccién y evaluacion de la capacitacién espermatica Il: Evaluacion de la movilizacién
celular de calcio mediante citometria de flujo con el fluorocromo Fluo-3. 10).
Induccién y evaluacion de la capacitacién espermatica lll: Evaluacion de la generacién



de ROS mediante citometria de flujo con el fluorocromo diclorofluoresceina. 11).
Induccién de la reaccién acrosbmica mediante ionéforo de calcio y progesterona.
Evaluacion de la viabilidad y de la reaccién acrosomica mediante yoduro de propideo y
lectinas (microscopia de fluorescencia y citometria de flujo). 12). Técnicas para
evaluacion de la capacidad fecundante de un eyaculado:a) Test de penetracion in vitro
entre distintas especies: Test de hamster, test bovino.b) Test de penetracion in vitro en
la misma especie con ovocitos inmaduros c¢) Test de unién a la zona pellucida.

Metodologia docente: La metodologia basica que se empleard serd el aprendizaje
basado en proyectos (trabajo en grupo organizado en puzzle)

Evaluacién:Se pretende que el alumno adquiera los conocimientos teéricos del
programa a través de los seminarios que los alumnos desarrollan y exponen para cada
tema, mientras que los contenidos practicos debera adquirirlos durante el tiempo de
estancia en el laboratorio. Por este motivo, y dada la estrecha colaboracién profesor-
alumno necesaria para impartir la materia, la evaluacion se realizara de manera
continua durante el desarrollo de los diferentes temas. No obstante, se realizardn
pequefios cuestionarios de forma puntual durante el desarrollo del programa para
verificar si los objetivos propuestos estan siendo conseguidos. Solo en el caso que el
alumno lo solicite o el profesor carezca de datos suficientes para la evaluacion se
realizara un examen de los contenidos el cual consistira en el desarrollo practico de
alguno de los temas del programa.

Bibliografia:En este curso no consideramos una bibliografia basica como tal para
recomendar ya que el alumno que accede a este curso ya debe tener los
conocimientos fundamentales que le permitan su desarrollo. No obstante, sugerimos
un capitulo de libro, una serie de revistas de consulta y unas bases de datos
cientificas.

Yanagimachi, R., 1994. Mammalian fertilization. In: Knobil, E., Neill, J.D. (Eds.), The
Physiology of Reproduction, vol. 1. Raven Press, New York, pp. 189-317.

Revistas cientificas:

. Andrologia
. Animal Reproduction Science

. Archives of Andrology

. Asian Journal of Andrology

. Biology of Reproduction

. Fertility and Sterility

. International Journal of Andrology

. Journal of Andrology

. Journal of Animal Physiology & Animal Nutrition
. Journal of Reproduction and Development
. Journal of Veterinary Medicine Series A

. Molecular Reproduction and Development
. Molecular Human Reproduction

. Physiological Reviews

. Reproduction

. Reproduction, Fertility and Development

. Reproduction in Domestic Animals

. Revista |Iberoamericana de Fertilidad




. Spanish Journal of Agricultural Research
Theriogenology

) Zygote

Bases de datos:

Bases de datos biomedicas en espafiol (Fisterra)
Bases de datos biomedicas internacionales (Fisterra)
Medline via PubMed (National Library of Medicine)
Scholar Google

Scirus

Scielo (Scientific Electronic Library Online)




Aspectos Genéricos de la Investigacion Cientifica

La asignatura pretende que el alumno analice y conozca los aspectos mas elementales e
importantes del quehacer del cientifico en el ambito de las ciencias experimentales. Este
conocimiento es indispensable para salir adelante en un mundo que tiene unas reglas
especificas de juego, que se dan por sabidas o implicitas y que raramente se ensefian de
forma directa. Desde la planificacion de la actividad investigadora hasta la busqueda de becas
y proyectos, pasando por la comunicacion con los demas investigadores, la publicacion de los
logros cientificos o el desarrollo de unas bases éticas y de unos fundamentos filoséficos
minimos, el curso trata de conseguir que el investigador joven desarrolle una actitud critica
acerca de su realidad académica y afronte con éxito las dificultades del camino que ha
escogido.

Sesiones tedrico-practicas:
1. ETICA PERSONAL Y COLECTIVA DE LA INVESTIGACION

La formacion del cientifico en los criterios deontolégicos. Analisis de “El Cédigo de Buenas
Practicas Cientificas”. Andlisis de “On being a scientist”. Problemas éticos en los distintos
niveles de la decisién cientifica. El ambito geogréfico de la investigacion. La financiacién de la
investigacion. Técnicas y tratamiento de los datos. La solidez de los resultados: niveles de
garantia de los datos. La divulgacion de los logros cientificos. La respuesta de la comunidad
cientifica: el reconocimiento del mérito. Error, negligencia y mala conducta. Diversos ejemplo
de conductas poco éticas. El cientifico frente a los medios de comunicacion ¢Es importante
todo lo que se publica? Un periodo critico para la formacioén: el postgrado, tesis y tesinas. El
postgrado o el periodo doctoral. Nuestra responsabilidad

2. CIENCIA Y FILOSOFIA DE LA CIENCIA: UN BAGAJE FILOSOFICO MINIMO PARA EL
CIENTIFICO

Las ciencias experimentales y el criterio de demarcacion (Popper). Los métodos inductivo e
hipotético-deductivo. Popper y el falsacionismo. Kuhn: Paradigmas y revoluciones cientificas.
Lakatos y los programas de investigacion cientifica. Paul Feyerabend: Contra el método. Lévy-
Leblond: La ciencia proletaria. Personajes clave en el desarrollo de la metodologia cientifica:
los griegos, Galileo, Newton, Einstein, Claude Bernard y Darwin. La metodologia en el campo
de la Fisica y la Quimica frente al campo de la Biologia: la cuestion del reduccionismo. El
componente histérico en la Biologia.

3. LA PUBLICACION CIENTIFICA COMO UN PEQUENO UNIVERSO DE LA ACTIVIDAD
DEL INVESTIGADOR

Titulo. Los firmantes. Las direcciones de contacto. Resumen, Asbstract. Las palabras clave.
Material y Métodos. Resultados. Discusion. Agradecimientos. Bibliografia. Tablas. Figuras.
Apéndices. Formatos particulares para tesis, tesinas y libros. Seleccién de ejemplos del libro de
R. A. Day “Cémo escribir y publicar trabajos cientificos”.

4. DE LA GENESIS DE LA INVESTIGACION HASTA LA PUBLICACION DE UN ARTICULO
CIENTIFICO

El método de la ciencia experimental. La introducciéon de un trabajo: planteamiento de un
problema, sus antecedentes, formulacién de hipétesis de trabajo y objetivos. Escribiendo el
articulo. Los firmantes. Los protocolos o métodos de trabajo. Material: obtencion y
manipulacion del material biolégico de trabajo; aspectos éticos. Instrumentacion. Los aparatos
e instrumentos de medida. La solidez de los resultados: niveles de garantia. Exposicion y
critica de los resultados. La discusion y el analisis: estrategias para construir una buena
discusion. Estrategias para escoger la revista. La preparacion y el envio del manuscrito. La
importancia de la evaluacién. Estrategia de redaccién para tesinas, DEA, trabajos y proyectos
fin de carrera, y tesis. Apéndice: analisis de casos practicos de correccion.



5. ESTANDO AL DIiA

Los medios para estar al dia. Otros medios de actualizar conocimientos. Workshops.
Seminarios. Cursos de posgrado y similares. Creacion de la red de contactos profesionales.

6. LOS CONGRESOS

Utilidad de los congresos. La asistencia a congresos y eventos similares: como hacerlo mal y
como evitarlo. Como obtener el mejor fruto del congreso. El poscongreso.

7. EL PROYECTO DE INVESTIGACION

La presentacion de un proyecto de investigacion: algunos consejos sencillos. Exito de las
propuestas y gestiones personales. Alternativas a la bisqueda de fondos para investigar.

Metodologia docente:

Se combina la exposicion inicial de los temas arriba indicados por parte del profesor, con el
dialogo con los alumnos en torno a sus experiencias al respecto y su opinion critica,
buscandose un nivel de participacion elevado en el que el alumno tiene un gran (o el mayor)
protagonismo a través de su implicacién personal en toda la tematica que se va tratando.
Aparecen sus vivencias como alumnos de doctorado o de master, su experiencia profesional,
etc., que enriguecen a los demas y forman buena parte de la casuistica que deben tener
siempre en cuenta, para poder moverse en el mundo de la ciencia y la investigacién con
criterios lacidos y eficaces. El protagonismo del alumno alcanza su mayor expresién con la
presentacion de una exposicion personal acerca de su proyecto de tesis o de trabajo de
investigacion, su actividad investigadora precedente (si la hubiera), sus planes profesionales de
futuro, o la critica detallada de una trabajo de investigacién que estiman como crucial para su
formacion, etc. Bajo cualquiera de estas modalidades, la puesta a punto de la exposicion
supone para el alumno la concrecion de lo que ha venido aprendiendo a lo largo del curso, que
ademas le sirve para clarificar su proyecto de trabajo en el master y para después del mismo,
de cara al ejercicio de sus competencias profesionales.

Evaluacion:

Se tendrd en cuenta la asistencia de los alumnos a las diferentes sesiones tedrico-
practicas durante el periodo presencial, asi como su participacion activa en las discusiones que
se propongan. Los criterios de evaluacion son la asistencia a los seminarios y la elaboracion y
exposicion de un trabajo personal (aspectos de fondo y también formales) sobre el proyecto de
tesis doctoral 6 de la investigacion que se piensa hacer a corto y medio plazo.

Bibliografia

Andnimo 1999. Fraude: una cuestion de actualidad. Mundo Cientifico, noviembre, p. 62.
Ayala F.J., Dobzhansky T. (eds.) 1983. Estudios sobre la filosofia de la Biologia. Ariel,
Barcelona.

Block N. 1997. Raza, genes y C. I. Mundo Cientifico (n® 177): 242-250.

Cédigo de buenas practicas cientificas. Segunda edicion (junio de 2002). Institut Municipal
d’Investigacié Médica (IMAS) (Barcelona), Departament de Ciencies Experimentals i de la
Salut. Universitat Pompeu Fabra, Centre de Regulaci6 Genomica (Barcelona). Disponible
en:
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Cointrepois A. 1994. La experimentacion animal. De la indiferencia al derecho. Mundo
Cientifico 13 (n° 141): 1078-1086.
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National Academy of Engineering, Institute of Medicine). 1995. On Being A Scientist:
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231-241. Lopez Moratalla et al. eds. Ed. Facultad de Ciencias, Universidad de Navarra.
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Animales transgénicos de interés en ganaderia y en terapia génica

Descripcién de la asignatura:

El objetivo docente es dar a los estudiantes los conocimientos mas actualizados sobre
estos temas que tienen en la actualidad una gran importancia. lgualmente se prentede
entrenarles en las técnicas mas utilizadas para obtener animales transgénicos.

El programa esta estructurado en 12 temas que abordan las bases cientificas y
metodoldgicas de la produccién de los animales transgénicos, el interés de estos
animales en la agricultura y la medicina, los resultados de transgénesis obtenidos en
las distintas especies de animales domésticos, la aplicacion de la terapia génica y las
repercusiones éticas y morales de esta investigacion.

a) Sesiones Teobricas

1.

9.

10.

11.
12.

Interés de los animales transgénicos en la agricultura y la medicina. La
utilizaciéon de animales transgénicos como modelos para el estudio de
enfermedades. Utilizacion de animales transgénicos para la produccion de
proteinas de valor farmacolégico e industrial. Animales transgénicos como
donantes de 6érganos. Produccién de animales transgénicos para incrementar
su eficiencia, modificar el valor nutritivo de sus productos e inmunizarles a
enfermedades.

Metodologia de la transgénesis: Microinyeccion del DNA en pronucleo.
Purificacién y cuantificacion del DNA. Recogida de zigotos, in vivo e in vitro.
Equipos de microinyeccion. Resultados obtenidos con esta metodologia.
Metodologia de la transgénesis: Utilizacibn de Células Madres
Embrionarias como receptoras del transgen. Establecimiento de cultivos de
Células Madres Embrionarias. Métodos para mejorar la eficacia de la
transgénesis. Deteccidn de las células transgénicas.

Metodologia de la transgénesis: Utilizacién de la transferencia nuclear:
Establecimiento de los cultivos de células somaticas. Deteccion de células
transgénicas. Métodos para la transferencia nuclear. Resultados obtenidos con
esta metodologia. Otras metodologias para la transgénesis: Utilizacion de
retrovirus. Utilizacion de los espermatozoides como vectores de la
transgénesis.

Produccion de conejos transgénicos: Aplicaciones de los conejos
transgénicos. Manipulacién de los embriones de conejo para la produccion de
transgénicos

Produccion de rumiantes transgénicos. Principales aplicaciones de los
rumiantes transgénicos. Metodologias mas interesantes utilizadas para
producir rumiantes transgénicos

Produccion de cerdos transgénicos: Interés de la produccion de cerdos
transgénicos. Ventajas e inconvenientes de la utilizacién de la microinyeccion
para la produccion de cerdos transgénicos. Utilizacion de los espermatozoides
como vectores de la transgénesis.

Produccion de peces transgénicos: Interés en la produccion de peces
transgénicos. Metodologias de la transgénesis en peces.

Produccion de aves transgénicas: Interés en la producciébn de aves
transgénicos. Metodologias de la transgénesis en aves.

Disefio de construcciones para experimentos de transgénesis y
recombinacion homadloga: construcciones clasicas, knockouts, e inducibles.
Terapia génica. Situacién actual y perspectivas de futuro.

Aspectos éticos y morales de la transgénesis animal y la terapia génica.



b) Sesiones Practicas

1. Transgénesis mediada por espermatozoides. Evaluacion de la capacidad del
espermatozoide porcino para transportar ADN exdgeno. Citometria de flujo

2. Microinyeccion pronuclear en embriones de ratén

Metodologia docente:

Se cuenta con profesorado externo a la Universidad de Murcia con gran capacidad y
experiencia en el campo de la trangénesis. Por tanto aportaran su propia experiencia
en la investigacion en este campo en forma de clases magistrales y conferencias.
Igualmente los alumnos tendran un trabajo activo en la preparaciéon en pequefios
grupos de temas que desarrollan y exponen al resto de compaferos.

Evaluacion:

Se pretende que el alumno adquiera los conocimientos teéricos del programa a través
de las clases magistrales y los seminarios que los alumnos desarrollan y exponen para
cada tema, mientras que los contenidos practicos debera adquirirlos durante el tiempo
de estancia en el laboratorio. Por este motivo, y dada la estrecha colaboracion
profesor-alumno necesaria para impartir la materia, la evaluacion se realizara de
manera continua durante el desarrollo de los diferentes temas. No obstante, se
realizaran pequefios cuestionarios de forma puntual durante el desarrollo del programa
para verificar si los objetivos propuestos estan siendo conseguidos. Solo en el caso
que el alumno lo solicite o el profesor carezca de datos suficientes para la evaluacion
se realizara un examen de los contenidos el cual consistird en el desarrollo practico de
alguno de los temas del programa.

Bibliografia

Bibliografia més relevante:

1. Carl A. Pinker. Transgenic Animal Technology. A laboratory Handbook.
Academic Press. 2002. ISBN 012557166-6.

2. Alan R. Clarke. Transgenic Techniques: Principles and Protocols (2nd edition).
Humana Pr. 2002.

3. JD Murray, GB Anderson and MM McGloughlin. Transgenic Animals in
Agriculture. CABI Publishing. 1999

4. MT Paramio. Los transgénicos y los clénicos: bases cientificas e implicaciones
sociales. Ed Vicens Vives. 2003.

5. Straughan R. 2000. Etics,morality and animal biotechnology. Biotechnology
and Biological Science Research Council



Crioconservacion de Gametos y Embriones

Este curso comprende una serie de contenidos tedrico-practicos estructurados de tal
manera que posibiliten al alumno conocer a fondo los procesos que acontecen
durante la congelaciébn de espermatozoides, ovocitos y embriones. Asi, se
estudiaran los fendbmenos fisico-quimicos que se producen durante la congelacién
de estructuras celulares detalldndose la influencia de diversos factores que afectan
al proceso de congelacién, como son la velocidad de enfriamiento, el empleo de
distintos crioprotectores, de diferentes diluyentes de congelacion y de
descongelacion o del tipo de envase empleado, entre otros. Igualmente, se pretende
gue el alumno se familiarice con los diversos protocolos de crioconservacion de
espermatozoides y de evaluacion de la calidad del semen congelado-descongelado.
También se estudiaran, de wuna forma tedrico-practica, los procesos de
crioconservacion, congelacion y vitrificacion de ovocitos y embriones de diferentes
especies domeésticas asi como las técnicas de descongelacion y de analisis de la
supervivencia embrionaria. Con todos ello se conseguira aportar una vision realista y
actualizada sobre la necesidad de la existencia de bancos de gametos y embriones,
necesarios para el desarrollo futuro de los avances en el campo de la Biotecnologia
de la Reproduccion.

Programa Teodrico
1. Crioconservacion espematica. Importancia y situacion actual. Principios de
criobiologia. Factores que condicionan la congelacién. Composicién de la membrana
espermatica. Fendmenos fisico-quimicos: shock térmico.
2. Factores que afectan al proceso de congelacién. Velocidad éptima y equilibrio.
Diluyentes: diluyentes de congelacion y de descongelacién. Crioprotectores.
Aditivos. Antioxidantes. Centrifugacion. Tipos de envase.
3. Protocolo de congelacién. Método de congelaciéon de espermatozoides porcinos:
Método Beltsville. Método Hilsenberg. Sistemas manual y automatizado. Curvas de
congelacion. Protocolo de descongelacion.
4. Evaluacion del semen congelado-descongelado. Técnicas in vitro. Calidad
seminal. Calidad fecundante. Interaccién espermatozoide-ovocito. Técnicas in vivo.
Inseminacion artificial de semen congelado. Fertilidad.
5. Crioconservacion de embriones. Técnicas de crioconservacion. Refrigeracion.
Congelacion convencional: Método estandar. Método “one step”. Método de
transferencia directa.
6. Congelacion de embriones de diferentes especies domésticas. Congelacion de
embriones producidos in vitro. Congelacion de embriones sometidos a
micromanipulacion.
7. Vitrificacion. Vitrificacibn de embriones sometidos a micromanipulacion.
Congelacion ultrarrapida. Descongelacion de embriones y supervivencia
embrionaria.

Programa Practico

1. Preparacion del semen y de diluyentes de congelacion y descongelacion.

2. Protocolos de congelacion. Envasado de semen para congelacion. Pajuelas y
pellets. Método manual.

3. Congelador programable: sistema automatizado. Preparacién y empleo del
biocongelador.

4. Curvas de enfriamiento. Conservacion en tanque de nitrégeno liquido.

5. Descongelacion. Evaluacion de la calidad de las muestras seminales
descongeladas.

6. Preparacion del semen descongelado para inseminacion artificial.



7. Preparacion de diluyentes de congelacién de embriones. Soluciones crioprotectoras.
Preparacion de los embriones para congelacion.

8. Protocolos de pre-enfriamiento y procedimientos de enfriamiento. Congelacion,
siembra e inmersion. Descongelacion. Eliminacion del crioprotector. Procedimientos
para probar la supervivencia embrionaria.

9. Vitrificacion de ovocitos y embriones. Métodos OPS. Vit-Set.

Metodologia docente:

El curso constara de una parte teérica impartida por el profesorado y una parte
practica que se desarrollara en laboratorio. En el laboratorio, se trabajara con grupos
reducidos de 3-4 para cada sesion practica, de forma que el alumno pueda realizar
todos los procesos y experiencias de forma practicamente individualizada bajo la
supervision del profesorado.

Evaluacion:

Se pretende que el alumno adquiera los conocimientos tedéricos del programa a través
de las exposiciones de cada tema, mientras que los contenidos practicos debera
adquirirlos durante el tiempo de estancia en el laboratorio. Por este motivo, y dada la
estrecha colaboracion profesor-alumno necesaria para impartir la materia, la
evaluacion se realizard de manera continua durante el desarrollo de los diferentes
temas. No obstante, se realizaran pequefios cuestionarios de forma puntual durante el
desarrollo del programa para verificar si los objetivos propuestos estan siendo
conseguidos. Solo en el caso que el alumno lo solicite o el profesor carezca de datos
suficientes para la evaluacion se realizard un examen de los contenidos el cual
consistira en el desarrollo practico de alguno de los temas del programa.

Bibliografia

No consideramos una bibliografia basica como tal para recomendar ya que el alumno
que accede a este curso ya debe tener los conocimientos fundamentales que le
permitan su desarrollo. No obstante, sugerimos unos articulos de interés y unos
recursos WEB.

Articulos de interés:

Almlid T, Johnson LA. Effects of glycerol concentration, equilibration time and
temperature of glycerol addition onposthaw viability of boar spermatozoa frozen in
straws. J Anim Sci 66, 2899-2905. 1998.

Bwanga CO. Cryopreservation of boar semen. Acta Vet Scand 32, 431-453. 1991.
El-Gayar M, Holtz W.Technical note: Vitrification of goat embryos by the open pulled-
straw method. J Anim Sci 79: 2436-2438. 2001.

Eriksson BM. Cryopreservation of Boar Semen. Studies on Sperm Viability In vitro and
Fertility. Doctoral Thesis,Uppsala. 2000.

Gadea J, Ruiz S, Sellés E, Romar R, Matas C,Coy P, Poto A, Peinado B. Use of in
vitro fertilization for evaluation of boar semen freezing procedures. ITEA 22, 799-801.
2001.

Johnson LA, Weitze KF, Fiser P, Maxwell WMC. Storage of boar semen. Anim Reprod
Sci 62, 143-172. 2000

Massip A. Cryopreservation of embryos of farm animals. Reprod Dom Anim. 36:49-55.
2001.

Maxwell WMC, Johnson LA. Membrane status of boar spermatozoa after cooling or
cryopreservation. Theriogenology 48, 209—-219. 1997.

Mazur P. Freezing of living cells: mechanisms and implications. Anim J Physio 247,
125-142. 1984.

Pursel VG,Johnson LA. Freezing of boar spermatozoa. Fertilizing capacity with
concentrated semen and new thawing procedure. J Anim Sci 40, 99-102. 1975.Pursel




VG,Johnson LA,Rampacek GB, Acrosome morphology of boar spermatozoa incubated
before cold shock. J Anim Sci 34, 278-283. 1972.

Thurston LM, Siggins K, Mileham AJ, Watson PF, Holt WV. Identification of amplified
restriction fragment length polymorphism markers linked to genes controlling boar
sperm viability following cryopreservation. Biol Reprod 66, 545-554. 2002.

Oocyte and embryo vitrification Reprod. Dom. Anim.: 45-48 Suppl. 6. 2000.

Vitrification of the oocytes and embryos of domestic animals. Anim. Reprod. Sci. 60:
357-364. 2000.

Westendorf P, Richter L, Treu H,: Deep freezing of boar sperma. Laboratory and
insemination results using the Huilsenberger paillete method. Dtsch Tierarztl
Wochenschr. 82, 261-267. 1975

Recursos en la red:

http://www.asymptote.co.uk/cryo/CoolGuid.pdf

http://www.asymptote.co.uk/gallery.html
http://www.asymptote.co.uk/gallery/Physics%200f%20Freezing/index.htm




Técnicas analiticas y de biologia celular aplicadas a la reproduccion

Descripcién de la asignatura:

El curso pretende mostrar al alumno las posibilidades y limitaciones de las
diferentes técnicas de miscroscopia de luz, fluorescencia, confocal y electrénica (de
transmision y barrido). Se analizara la utilidad del uso combinado de la microscopia y
el analisis de imagen como herramienta analitica en distintos campos de la
experimentacién biolégica. Se demuestra igualmente cémo las posibilidades de la
microscopia son potenciadas por el uso de métodos computacionales basados en
Analisis de Imagen. De igual modo podran conocer los principios y realizar algunas
técnicas analiticas y bioquimicas de separacién y andlisis de proteinas asi como los
principios basicos y ultimos avances en biologia molecular. El alumno debe adquirir los
conocimientos teéricos del programa a través de los seminarios que se organizaran
para cada tema, mientras que los contenidos practicos deberan adquirirlos durante el
tiempo de estancia en el laboratorio.

Sesiones tedricas:
Microscopia 6ptica. Generalidades y Aplicaciones. Tipos de microscopios.
Microscopia de fluorescencia y confocal.
Técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas.
Microscopia electrénica de barrido.
Microscopia electrénica de transmision.
Técnicas inmunocitoquimicas ultraestructurales.
Criotécnicas aplicadas a la microscopia.
Aplicaciones del analisis de imagen a la biologia celular y tisular.
Técnicas bioquimicas de analisis de proteinas. Electroforesis y Western blot.
Técnicas de biologia molecular. PCR, clonacién, expresion de proteinas
recombinantes, secuenciacion
Técnicas analiticas aplicadas a la reproduccion: cromatografia, HPLC, RMN,
Proteémica, etc.

Sesiones practicas:

Fijacién, procesamiento y corte para microscopia de luz.

Fijacion, procesamiento y corte para microscopia electrénica de transmision.

Fijacion y procesamiento para microscopia electrénica de barrido.

Realizacién de técnicas histoquimicas e citoquimicas en cortes de parafina y
secciones ultrafinas.

Realizacién de una electroforesis en SDS-PAGE y Western blot.

Utilizacion del microscopio electrénico de transmision y barrido.

Realizacion de técnicas inmunofluorescentes y visualizacion con el microscopio
confocal.

Realizacién de medidas estereoldgicas mediante analisis de imagen.

Metodologia docente:

Las clases tedricas se realizaran mediante lecciones magistrales con la
utilizacion de medios audiovisuales, (videos y diapositivas).

Las clases practicas se llevaran a cabo en los diferentes laboratorios del
Departamento de Biologia Celular, y en los laboratorios del SACE de la Universidad de
Murcia.

Evaluacion:

La evaluacion del alumnado se hara en virtud de la asistencia a las clases
tedricas y practicas, que sera obligatoria. Igualmente deberd entregar una memoria
sobre las practicas realizadas. Realizaran un trabajo de busqueda bibliografica sobre



un tema relacionado con este curso y lo presentaran ante los profesores y resto de
estudiantes del curso.

Bibliografia:

1. Essentials of glycobiology. Eds. Ajit Varki et al., CSHL press. ISBN 0-97969-
560-569.

2. Introduction to glycobiology. Eds. Taylor and Drickamer, OUP, ISBN 0-1992-
586-86.

3. Fine structure immunocytochemistry. Ed. G. Griffiths, Springer-Verlag, ISBN
3-540-54805-X.

4.  Scanning electron microscopy and X-ray microanalysis ISBN 0-30647292-9.
Febrero 2003.

5. Fluorescence microscopy. Bios Scientific Pub Ltd; 2™ edition, ISBN O-
38791551-6

6. Manual de técnicas de microscopia electronica. Aplicaciones biolégicas.
Eds. J. Renal Piqueras y L. Megias Megias. Universidad de Granada. 1998.

7. A laboratory handbook: cell biology. Celis JE. 2™ edition, Ed. Academic

Press, 1997.



Biotecnologia de la Reproduccion aplicada a la recuperacién de razas en peligro
de extincion

Descripcion de la asignatura:

Durante el desarrollo de este curso el alumno va a adquirir las competencias
necesarias que le permitan entender el concepto de biodiversidad y su aplicacion en
los animales de granja junto con la habilidad para desarrollar las técnicas
reproductivas que permitan la conservacion de las razas animales en peligro de
extincion. Los contenidos tedricos y practicos son los siguientes:

Programa Tedrico

1. La biodiversidad en los animales domésticos de granja. Pérdida de la eficacia
reproductiva con la desaparicion de las razas. Organismos Nacionales vy
Supranacionales implicados en el mantenimiento de la biodiversidad animal.

2. Problemas reproductivos debidos a la consanguinidad y parentesco. Teoria de la
consanguinidad. Tamafio efectivo de la poblacion. Situaciones de riesgo. Manejo de
apareamientos en poblaciones pequefias. Resolucion de problemas reproductivos.

3. Conservaciin y recuperacion. Conservacion ex situ e in situ. Manejo de donantes de
material bioldgico. Utilizacidn reproductiva entre razas diferentes. Ndcleos zoolégicos.
Granjas experimentales. Posibilidades de uso futuro que garanticen la conservacion y
la explotacion de una raza.

4. Estudio comparativo de la produccion de gametos en especies ganaderas..
Caracteristicas del eyaculado. Tiempo de emision de semen. Lugar de depésito del
eyaculado en la hembra doméstica. Volumen del eyaculado y concentracion
espermatica.

5. Comportamiento sexual en las especies animales ganaderas. Estacionalidad del
ciclo sexual. Interaccién ambiental con la eficacia reproductiva. Procesos hormonales
en el comportamiento sexual. Entrenamiento de los reproductores como donantes de
gametos. Comportamiento ante la monta natural y en la donacion de gametos.
Comportamiento ante el maniqui.

6. Situacién de las diferentes técnicas de conservacién ex situ de gametos. Eficacia de
las técnicas de inseminacién artificial. Fertilidad y fecundidad en el transplante de
embriones. Eficacia en la recuperacion racial a partir del ovocito. Eficacia de las
células embrionarias obtenidas por fercundacion in vitro. Clonacion y conservacion.

7. Técnicas de reproduccion asistida, diferencias en las situaciones de riesgo.
Sincronizacion e induccion del estro. Monta natural dirigida. Inseminacion artificial.
Transferencia de embriones.

8. Bancos de germoplasma. Estructura, gestidon y funcionamiento. Namero minimo de
dosis a conservar. Numero de gametos por dosis. Control sanitario en los bancos de
germoplasma.

9. Evaluacién econdémica de las técnicas reproductivas. Relacién coste/beneficio.
Influencia de la prolificidad en la economia reproductiva. Tasas econdémicas de la
reproduccion en la recuperacion de una raza. Coste del banco de germoplasma frente
al mantenimiento de animales vivos. Necesidades de financiacion.

Programa Practico

1. Recogida de semen en sementales (especies porcina, caprina, bovina y aves).

2. Manejo en monta natural (especies porcina, caprina, bovina y aves).

3. Manejo y entrenamiento de machos donantes de semen (especies porcina, caprina,
bovina y aves).

4. Control del ciclo reproductivo (especies porcina, caprina, bovina).

5. Inseminacién artificial (especies porcina, caprina, bovina).

6. Transferencia de embriones en bovinos

7. Manejo del banco de germoplasma.




Metodologia docente:

El seminario constara de una parte tedrica impartida por el profesorado y una parte
practica que se desarrollara en laboratorio y en granjas colaboradoras. Ademas, sera
necesario que los alumnos realicen trabajos de revision bibliografica en cada uno de
los temas propuestos.

Evaluacion:

El alumno debera adquirir los conocimientos tedricos del programa a través de los
seminarios que se organizaran para cada tema, mientras que los contenidos practicos
debera adquirirlos durante el tiempo de estancia en el laboratorio y granjas
colaboradoras. Por este motivo, y dada la estrecha colaboracién profesor-alumno
necesaria para impartir la materia, la evaluacion se realizara de manera continua
durante el desarrollo de los diferentes temas. Solo cuando el alumno lo solicite o el
profesor carezca de datos suficientes para la evaluacién se realizara un examen de los
contenidos en el sentido tradicional del mismo.

Bibliografia:

- Alderson L, Bodo |I. Genetic conservation of domestic livestock. CAB International.
1990.
- Barth AD. Oko RJ. Abnormal Morphology of bovine spermatozoa. lowa State
Uuniversity Press. 1989.
- Bodo I. Special problems of conservation of domestic livestocks. Proc. 4" World
Congress on Genetics Applied to livestock Production. Edinburgh. U.K. 1990.
- FAO. Gestion de los recursos genéticos animales de granja. Lineas directrices. 1°
documento. 1998.
- FAO. Gestion de Pequefias poblaciones en peligro. Lineas directrices. 2° documento.
1998.
- Lauverge JJ. Verrier E. L'évaluation de la diversité genetiqué des gros animaux de
ferme; La gestion génétique des petites populations. Dans Productions Animales.
INRA. 1992.
- Oldenbroek JL. Genebanks and the conservation of farm animal genetic resources.
Institute for Animal Science and Health. 1999.
- Rodero E, Delgado JV, Rodero A, Camacho ME. Conservacion de razas autdctonas
andaluzas en peligro de extincién. Consejeria Agricultura y Pesca. Junta Andalucia.
1995.
Rothschild MF, Ruvinsky A. The genetics of the pig. CAB International. 1998.
Thibault C, Levasser MC. La reproduction chez les ammiféres et 'lhomme. INRA. 1991



Aspectos ético-legales del comienzo de la vida y de la reproduccién asistida

Descripcion de la asignatura:
o Concepto y limites de la personalidad juridica versus identidad biologica.
o El comienzo de la vida. Problemas ético-legales en el establecimiento de sus
limites y fases.
La realidad bioldgica de la concepcion bajo el prisma de la legislacion vigente.
Regulacion en el ambito de la Unién Europea. Directivas comunitarias y del resto
de los paises con excepcién de Espafia.
Normativa sobre la manipulacion genética y reproduccion asistida.
Problemas del consentimiento para la realizacion de estos procedimientos.
Problemas médico-legales en la pareja relacionados con la filiacion.
Problemas médico-legales de la reproduccion asistida en el matrimonio
legalmente constituido y en las parejas de hecho.
o Horizontes y nuevas perspectivas en el espacio comun europeo.
Analisis critico de la de la situacion actual. Incertidumbre y soluciones.

Metodologia docente:
Clases magistrales y evaluacién de casos.

Evaluacion:

Mediante el anélisis de supuestos practicos.
El alumno debe conocer los conceptos juridicos que intervienen en la delimitacion de
las distintas situaciones bioldgicas en la reproduccion humana. Conocimiento del marco
juridico normativo. Problemas éticos que suscitan los indeterminados juridicos.
Estructura de la norma 'y limites del ejercicio de los derechos de la libre disposicion del
cuerpo y del cddigo genético propio del padre y de la madre. Concepto y limites
bioldgicos y juridicos de la personalidad y sus implicaciones en la capacidad de
decision del propio cuerpo.

Bibliografia

1.  Gisbert Calabuig JA: Técnicas de reproduccion asistida. Manipulacion genética.
En: Gisbert Calabuig: Medicina legal y Toxicologia. 5% ed. 1998

2. Bustos JE. El derecho civil ante el reto de la nueva genética. Madrid: Dykinson,
1996.

3. Romeo Casabona C. Cadigo de leyes sobre genética. Bilbao: Universidad de
Deusto, 1997.

4. Fabrega J. Biologia y afiliacion: aproximacion al estudio juridico de las pruebas
bioldgicas de paternidad y de las técnicas de reproduccion asistida. Granada:
Comares,1999.

5. Benitez Ortazar. Aspectos juridicos de la reproduccion asistida y la
manipulacion genética humana. Madrid:Edersa,1997.

6.  Gafo, J. Nuevas técnicas de reproduccion humana: biomedicina, ética y
derecho. Madrid: UPCM, 1986.



Reproduccidn asistida en la Especie Humana
Descripcion de la asignatura:

Con este modulo se persigue conseguir formar al alumno en el campo de la
reproduccion Humana que tantos avances ha venido teniendo en los Ultimos afios.A
los alumnos se les explicara el funcionamiento de una clinica de Reproduccion
Humana desde todos sus aspectos, se les mostrara las distintas patologias de la
pareja asi como las diferentes soluciones terapedticas, pautas de estimulacion y
tratamientos de reproduccion.

a) Sesiones Teobricas

1. Esterilidad femenina (i). Generalidades sobre epidemiologia de la
reproduccion. Anatomia y fisiologia de la funcién ovarica. Estudio de la pareja estéril.
Edad de la mujer y fertilidad.

2. Esterilidad femenina (ii). Protocolos de estimulacién ovéarica en reproduccién
humana. Farmacos en la estimulacion ovarica: clomifeno, gonadotropinas, analogos
de la GnRH, hCG. Actualidad de la LH en la estimulacién ovarica.

3. Esterilidad femenina (iii). La mujer con baja respuesta a los protocolos de
estimulacion. La alta respuesta a la estimulacién ovarica. Sindrome de
hiperestimulacién ovarica.

4. Esterilidad femenina (iv). Sindrome de ovarios poliquisticos: generalidades,
genes, conexion metabdlica y dificultades en la reproduccion. Endometriosis y
reproduccion. Embarazo ectopico. Hidrosalpinx y reproduccion.

5.  Esterilidad masculina (i). Generalidades del estudio del varon estéril.
Valoracién espermatica. Varicocele e infertilidad. Esterilidad masculina de causa
genética.

6. Esterilidad masculina (ii). Aplicacion del FISH y la citometria de flujo en el
laboratorio de Andrologia. VIH y reproduccién. Banco de semen.

7. Técnicas de reproduccidn asistida (i). Inseminacién artificial homologa.
Inseminacion artificial de donante. El nuevo laboratorio de fecundacion in vitro:
"cleanroom". Papel actual de la FIV en la era de la micromanipulacion.

8. Técnicas de reproduccién asistida (ii). La microinyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) como técnica de reproduccion asistida. ICSI con
espermatozoides de origen testicular y epididimario. Uso de espermétidas y
maduracion in vitro de células germinales inmaduras masculinas.

9. Técnicas de reproduccién asistida (iii). Co-cultivo de embriones humanos. La
transferencia embrionaria. ¢ Cuantos embriones deben transferirse?. Donacién de
ovocitos. Eclosién asistida (assisted hatching) y técnicas afines. Calidad embrionaria
como valor predictivo.

10. Técnicas de reproduccioén asistida (iv). Diagnostico preimplantatorio genético y
preconcepcional.



b) Sesiones Practicas

1. Estancia en el laboratorio de Andrologia del IVI-Murcia, en la cual los alumnos
aprenderan la realizacion de analisis seminales , preparacion de muestras para
inseminacion homologa o bien con semen de donante. Se les ensefiara a
crioconservar muestras seminales y gestionar un Banco de Semen.

2. Estancia en el laboratorio de Analisis del IVI-Murcia, en la cual los alumnos
estudiaran el procesamiento de las muestras sanguineas.

3. Estancia en el laboratorio de Genética del IVI-Murcia, en la cual los alumnos
asistiran a la realizaciéon de procedimientos de citogenética y biologia molecular.

4, Estancia en el laboratorio de Reproducciéon Asistida Humana del IVI Murcia, en
la cual los alumnos asistiran a la realizacion de todos los procedimientos.

Objetivos pedagdgicos:

Con este curso se pretende que el alumno se familiarice con los distintos tipos de
problematicas que causan hoy dia esterilidad en la especie humana y con las técnicas
empleadas para subsanarlas. Asi, se le explicaran a nivel teérico las causas de la
infertilidad masculina y femenina, los métodos de diagnéstico y los tratamientos mas
usuales para posteriormente hacerle participar en los diferentes laboratorios en el
trabajo diario, como mejor método para aprender las técnicas empleadas hoy en dia
en este campo.

Metodologia Docente:

Las sesiones tedricas se desarrollardn en aulas. Para impartir estas sesiones se
combinard la leccibn magistral con técnicas de aprendizaje cooperativo como el
trabajo en grupos organizados en puzzle o PBL.

En las sesiones practicas se utilizara también el sistema de trabajo en grupo para que
consigan los objetivos de cada sesion.

Evaluacion:

Tras las sesiones tedricas se realizard un examen tipo test con objeto de evaluar los
conocimientos adquiridos por los alumnos. Ademas se evaluara la asistencia a las
sesiones tedricas y practicas y la participacion del alumno en los trabajos dirigidos.

Bibliografia mas relevante:

1. Remohi, Pellicer, Simon y Navarro. Reproduccion Humana. McGraw-
Hill.Interamericana. 2002

2. Remohi, Romero, Pellicer, Simén y Navarro Manual Practico de Esterilidad y
Reproducciéon Humana.. McGraw-Hill — Interamericana. 2004



3. J.Remohi ,A.Cobo , J.Romero ,M.J. de los Santos y A.Pellicer.Manual Practico
de Esterilidad y Reproduccién Humana.. McGraw-Hill — Interamericana. 2008.

4. Nieschlag y Behre. Andrology. Male reproductive Health and dysfunction. Springer
1997.

5. World Health Organization: WHO laboratory manual for the examination of human
semen and sperm-cervical mucus interaction. Cambridge University press. 1999.

6. Trounson y Gardner. Handbook of in vitro fertilization. CRC Press. 1999

7.J.G Grudzinskas and J.L. Yovich. Gametes. The Spermatozoon.Cambridge
University Press 1995.

8. Christopher de Jonge & Christopher Barratt. The Sperm Cell. Cambridge
University Press 2006.

9. Christopher de Jonge & Christopher Barratt. Assisted Reproductive Technology.
Cambridge University Press 2002.

10. Richard E.Jones - Kristin H. Lopez.Human Reproductive Biology.Academic
Press 2006.

11. David Mortimer And Sharon T. Mortimer.Quality and Risk Management in the
IVF Laboratory.Cambridge University Press 2005.



PRACTICUM

El médulo practico de este programa contempla la estancia de los alumnos en
las empresas IVI-Murcia, IVI-Almeria e IVI-Alicante, en el caso de que hayan optado
por el itinerario de Reproduccién humana, o bien en Departamentos de Reproduccion
Animal de diferentes Centros de Investigacion (IMIDA, INIA; Institute of Zoology de
Londres, Universidad de Okayama), en el caso de que hayan optado por este segundo
itinerario. La duracién de la estancia es de 8 semanas. En este tiempo, el alumno
observara de cerca todas las tareas de un laboratorio de reproduccién asistida
(humana o animal), colaborando en aquellas tareas que no impliquen una
responsabilidad directa sobre el éxito del proceso de reproduccion en el caso de la
especie humana.

En las tres clinicas IVl que participan en el Master (en Murcia, Alicante y
Almeria), el alumno realizara simulaciones de muchas de las tareas del laboratorio
(como preparacion de medios de cultivo, analisis espermaticos, manipulacion de
ovocitos degenerados o no fecundados y por tanto no viables, valoracién de calidad
embrionaria, manejo de bases de datos para historias clinicas, etc). Ademas, las tres
empresas cuentan con una biblioteca y una hemeroteca cientifica dotada con las
principales publicaciones en el campo de la reproduccion, que pueden servir al alumno
para consultar o ampliar conocimientos sobre cualquier tema relacionado con la
estancia. Queremos resaltar que cuando los alumnos realizan este practico ya
conocen previamente el funcionamiento general de una clinica de infertilidad humana,
porque han realizado el curso “Reproduccién Asistida en la especie humana” que
contempla una estancia en el IVI-Murcia. Obviamente, en esta estancia previa, que es
s6lo de una semana el alumno apenas puede tomar contacto con el dia a dia de la
clinica, y por ello el practico le sera de mayor utilidad a la hora de adquirir habilidades
para poder trabajar en el futuro en una empresa semejante 0 en una explotacion
ganadera con laboratorio de reproduccion.

Tanto en el IMIDA, como en el INIA, en la Universidad de Okayama o el
Institute of Zoology de Londres, los alumnos perfeccionaran las destrezas adquiridas
durante el Master en las diferentes técnicas de reproduccion animal manipulando
gametos, realizando ensayos de fecundacion in vitro o maduracién de ovocitos,
transferencias de embriones, cultivos celulares, técnicas de biologia molecular vy
celular, etc. con los respectivos tutores del centro receptor.
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TRABAJO FIN DE MASTER

Descripcion

De acuerdo a lo establecido en las Directrices para el disefio de titulos de Master
Universitario del Real Decreto 1393/2007, de 29 de octubre, por el que se establece la
ordenacion de las ensefianzas universitarias oficiales y en el vigente Reglamento por
el que se regulan los Estudios Oficiales de Posgrado de la Universidad de Murcia,
estas ensefanzas concluiran con la elaboracion y defensa publica de un trabajo de fin
de Master, que tendra entre 6 y 30 créditos.

El trabajo fin de master consistir4 en la realizacién de un trabajo original de iniciacion a
la investigacién relacionado con los estudios cursados en el Programa de Master. Para
ello, se proponen temas de investigacién incluidos en las lineas de investigacion
propuestas que los alumnos podran elegir.

Durante el desarrollo de este trabajo el alumno debe iniciarse en métodos y técnicas
de investigacion que le ayuden en su proceso de aprendizaje asi como en el disefio y
planificacion de sus trabajos en un futuro.

Contenidos y Metodologia

El alumno por tanto debe conocer y desarrollar los diferentes niveles del proceso de
investigacion. Primeramente se encuentra el nivel teérico conceptual. A este nivel
corresponden las fases del planteamiento del problema y de la formulacion de las
hipétesis de investigacion. Se trata de un nivel eminentemente tedrico y donde se
incluye el proceso de seleccién del tema de investigacion, la revision de la literatura
cientifica relacionada con el tema vy finaliza con la formulacion de objetivos o hipétesis
de investigacion.

Seguidamente nos introducimos en el nivel técnico-metodolégico. Una vez
seleccionadas las metodologias a aplicar y conocidas a lo largo de las diferentes
asignaturas del programa del master se plantea un disefio experimental adecuado y
se procede al desarrollo experimental.

Finalmente termina el proceso en el nivel estadistico-analitico, donde el alumno hace
el tratamiento estadistico de los datos obtenidos a partir del correspondiente disefio y
alcanza las conclusiones. Con la informacién sobre todo el proceso de inicio la
investigacion los alumnos elaboraran un documento cientifico que pueda ser defendido
como una comunicacién a un congreso del campo de la Biologia de la Reproduccion.

Este trabajo tiene asignada una carga horaria de 6 créditos ECTS, en la que el alumno
debe desarrollar todo este trabajo. Al inicio de curso académico los tutores
mantendran reuniones grupales y personales con los alumnos planteandoles el plan
de trabajo y supervisando el proceso inicial de seleccion del tema, revision
bibliografica, etc.

Durante el desarrollo del curso los alumnos van aprendiendo y poniendo en préactica
metodologias que utilizaran posteriormente. Finalmente, los tutores ayudan en el
disefio experimental y en el desarrollo de las experiencias.

Por dltimo el alumno debe presentar un documento cientifico por escrito y la
presentacion oral de su trabajo. Se pretende igualmente que estos alumnos preparen y
defiendan una comunicacion cientifica en algunos de los congresos nacionales del
campo de la Biologia de la Reproduccion como pueden ser los que organizan la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién (ASEBIR), la Asociacion
Espafiola de Reproduccion Animal (AERA) o la Asociacion Interprofesional para el
Desarrollo Agrario (AIDA).



Evaluacion

La evaluacion de los alumnos se realizara teniendo en cuenta el trabajo desarrollado
durante todo el proceso de iniciacion a la investigacion y la calidad del trabajo final
presentado y defendido.

La defensa publica del trabajo fin d de Master sera evaluada y calificada por un
tribunal aprobado por la Comision Académica del Programa que estara compuesto por
3 miembros, dos de ellos profesores del Programa y un profesor externo al mismo de
reconocida competencia.

Se pretende en cualquier caso que los alumnos, ademas de adquirir las competencias
propias y especificas en el ambito de la Biologia de la Reproduccién, adquieran las
competencias basicas siguientes:

Que los estudiantes sepan aplicar los conocimientos adquiridos y su capacidad
de resolucién de problemas en entornos nuevos o poco conocidos dentro de
contextos mas amplios (0 multidisciplinares) relacionados con su area de
estudio;

Que los estudiantes sean capaces de integrar conocimientos y enfrentarse a la
complejidad de formular juicios a partir de una informacién que, siendo
incompleta o limitada, incluya reflexiones sobre las responsabilidades sociales
y éticas vinculadas a la aplicacién de sus conocimientos y juicios;

Que los estudiantes sepan comunicar sus conclusiones —y los conocimientos y
razones Ultimas que las sustentan—a publicos especializados y no
especializados de un modo claro y sin ambigledades;

Que los estudiantes posean las habilidades de aprendizaje que les permitan
continuar estudiando de un modo que habra de ser en gran medida autodirigido
0 autébnomo.
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