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INTRODUCCION 

Las tkcn icas  de obtencibn, conservacidn y -- 
t ransferenc ia  de embriones, consti tuyen uno de l o s  - 
mayores avances dentro d e l  manejo reproductivo, en - 
base a l a  mejora e incremento de l a  produccibn en -- 
l a s  d i s t i n t a s  especies  zootQcnicas, 

E l  presente  t r a b a j o  t r a t a  de of recer  una me- 
todologfa que dentro de su complejidad sea l o  m b s  -- 
s e n c i l l a  posible, para s u  fu tura  api icacibn prbctica.  

E l  conejo puede a s i  mismo considerarse  un -- 
animal bptimo para l a  investigaci6n, pues debido a - 
su  ~ o r t o ~ c i c l o  reproductivo y p ro l i f i c idad  s e  pueden 
r e a l i z a r  es tud ios  completos y exhaustivos en un  tieg 
po i n f e r i o r  a l  u t i l i z a d o  en o t r a s  especies.  Puede -- 
considerarse  l a  posibi l idad de formación de un banco 
de embriones, para e l  a3macenamiento de mater ia l  ge- 
nktico, t a n t o  de apl icaci6n cientTfica  para e l  mantg 
nimiento de esiiirpes poco estables ,  como en su ap l i -  
caci6n prec t ica  sobre l a  produccibn, 

MATERIAL Y METODOS 

Se han u t i l i z a d o  ve in t ic inco  hembras,hibrido 
c,omercial, doce de cua t ro  meses y e l  r e s t o  adul tas  - 
secas, u t i l i zando  alojamientos met6licos a raz6n de 



dos animales nor jaula ,  con bebida y al imentaci6n -- 
"ad l ib i tum",  a base de  pienso comercial  granulado. 
La exner iencia  se r e a l i z o  en l o s  meses de verano con 
temperatura y l u z  ambiente ( 179 C-34Q C y 16 horas- 
de luz aproximadamente ) . 

Los animales donantes (n = 20) s e  agruparon- 
cn dos lotes en base a l a  u t i l i z a c i d n  d e  l a s  gonads 
t r o ~ i n a s  : hormona f o l i c u l o  es t imulan te  y gonadotro- 
pina rlcl sue ro  de ye&a g e s t a n t e  ( FSH, PMSG) , como 
a s e n t e s  superovuladores. E l  grupo d e  animales sometA 
dos a l  t r a t a m i e n t o  con PPSG, f u 8  subdivido para l a  - 
a p l i c a c i b n  de  dos d i f e r e n t e s  regfmenes de admin ic t r s  
c i6n d e  hormona. 

Grupo 1 ; PhEG 
Grupo 1.1. Se adminis t raron 150 u.i .  de  PHSG 

a cada animal en una s o l a  d o s i s  intramuscular .  Se te2  
t a  Y dos horas  despu& de l a  gonadotropina se inyec- 
t a r o n  intravenosarnente 150 u. i, de IKG. Realizandose 
a c t o  seguido l a  cubr ic ibn.  

Grupo 1.2. se adminis t raron 120 u.i .  d e  PESG 
a cada animal en c u a t r o  inyecciones  i n t r a m u s ~ u l a r e s ~  
a un i n t e r v a l o  de  doce horas  e n t r e  cada una d e  e l l a s .  
Doce horas  despugs de  l a  Última inyeccidn d e  gonado- 
t r o p i n a  se administraron 30 u.i. de HCG por v i a  in-- 
t ravenosa.  Realizandose a c t o  seguido l a  cubrici6n.  

Grupo 2 ; FSH 
Se adminis t raron 1,50 mgr. d e  FSH a cada an& 

mal r e p a r t i d o s  en 6 inyecciones  i n t r a m u s c u l a ~ e s  a un 
i n t e r v a l o  de  12  horas  e n t r e  e l l a s .  Doce horas  des--- 

d e  l a  Última inyeccidn d e  gonadotropina se a- 
n i s t r a r o n  30 u.i. d e  IICG por v i a  in t ravenosa ,  r e a l i -  
z h d o s e  a c t o  scguido l a  cubr ic idn.  



'1CO - A f i n  de s incronizar  e l  estado fisio:LBL' 
u te r ino  c n t r e  l o s  animales donantes y recegkores s e  
provoc6 una pseudogestacidn zn estos,  mediante l a  a 3  
ministraci6n intravenosa de 30 u.i. de HCG en e3 qis 
mo d ia  y hora que a l a s  donantes, en e l  caso de t rang 
ferencia  en f resco  y con 3 - 4 d i a s  de anteiacidn en 
e l  caso de l o s  congelados. 

La  cubrición s e  r e a l i z 6  mediante I . A . ,  según 
l a  tkcnica empleada de forma r u t i n a r i a  en e l  Depaz 
t ama to ,  o por monta na tura l  en l o s  casos en l o s  que 
l a  -hembra.fu& receptiva. 

La obtención de l o s  embriones s e  r ea l i zd  de- 
forma q u i d r g i c a  en e l  t e r c e r  - cuar to  d i a  despuds - 
de l a  cubrici6n. 

Tdcnica a u i d r g i c a  : 

Se u t i l i z b  un t ranqui l izan te ,  Combelen ---- 
01 5 CC/K~-*.  v. administrado intramuscularmente, para 
proceder a l a  depi laci6n y desinfeccibn con alcohol- 
iodado de l a  zona operatoria.  

La induccibn anestes ica  s e  r e a l i z 6  mediante- 
Ketanina a dos i s  de 4 m g / ~ ~ - ~ . v .  E l  mantenimiento en 
l o s  casos que s e  hizo necesario, s e  r ea l i zd  a dosis-  
de 2 mg/~g-p.v. , administrado intravenosarnente. 

Se prac t icb  una inc is ibn  de unos 7 cm. por - 
l a  l fnea  alba, desde e l  dlt imo par de mamas en d i r e s  
ci6n to r i c i ca ,  y una vez sepados l o s  bordes, se loca  
l i z 6  e l  t r a c t o  g e n i t a l  mediante palpación, para ex tg  
r i o r i z a r l o  y r e a l i z a r  l a  observaci6n de l o s  ovarios 
y confirmar l a  respuesta o w l a t o r i a  teniendo en cueg 
t a  e l  aspecto ovArico general  y realizando e l  recueg 
t o  de CL y o t r a s  posibles  formaciones. 



: lediante jxincibn con t r o c a r  en l a  porcibn -- 
d i c t a 1  d c l  d t e r o  y canulacibn de l a  norcibn proximal, 
s e  r e a i i z b  l a  obtencibn de  l o s  embriones por a r r a s t r e  
con PJS -1- 2); FCC a 37". 1ndivid.ualiznndo l o s  lava-  
dos u t e r i n o s  para e l  recuento  y evaluaci6n mor£ol6& 
ca  de l o s  embriones. 

Se i n t r o d u j o  e l  t r a c t o  g e n i t a l  en l a  cavidad 
abdominal y se r r a c t i c b  una s u t u r a  con c a r g u t  de l o s  
~ l a n o s  musculares y con Erapas o seda d e  l a  p i e l .  

Todos l o s  m a t e r i a l e s  u t i l i z a d o s  fueron este- 
r i l i z a d . ~ ~  y s i l i c o n i z a d o s  con an te r io r idad .  Las o m -  
r a c i o n e s  fueron rea l izar las  por dos personas y en un 
tiempo a-roximado de 30 minutos. 

TJna vez l o c a l i z a d o s  y a i s l a d o s  d e l  medio de  
lavado, l o s  embriones fueron l l e v a d o s  a p l a c a s  pe-- 
t r i  de  35 mm. que contenian PBS + 20% FCS , donde se 
procedib a s u  evaluaci6n morfol6gica con e l  f i n  d e  - 
desechar  a l o s  r e t rasados ,  degenerados y no fecunda- 
dos. 

Los embriones m o r f ~ l o ~ i c a m a n t e  a c e p t a b l e s  -- 
fueron d r s t r i b u i d o s  en dos grupos para ser u t i l i z a -  
dos con d i f e r e n t e s  prop6si tos :  

- c u l t i v o  i n  v i t r o  - congeiaci6n 

E l  c u l t i v o  i n  v i t r o  se r e a l i z a  a 379 C en -- 
una atmdsfera de  5% de C02 , in t roduciendo a l o s  em- 
b r i o n e s  en microgotas d e  medio enr iquecido con 20% 
de FCS, b a j o  a c e i t e  d e  paraf ina .  

La coneeiaci6n se r e a i i z d  u t i l i z a n d o  un bio- 
congelador programable,en e l  c u a l  se e s t a b i l i z 6  l a  - 
cdrnara d e  enfr iamiento  a 20Q C a n t e s  d e  l a  in t roduc-  



ci6n de l o s  embriones, l o s  cuales  se hablan inciirlc!io 
oreviamente en una soluci6n de g l i c e r o l  115 M. y de- 
;>ositados en e l  i n t e r i o r  de l a  c&nara, para i r  reclu- 
ciendo su t e m ~ e r a t u r a  a raz6n de l Q  ~/min .  :iasta-7OC9 
momento en e l  que se indujo l a  c r i s t a l i z a c i 6 n  de l a s  
muestras. La s igu ien te  ramna do enfriamiento s e  nro- 
gram6 a 0'4~/min. hasta  alcanzar l o s  -302 C, tem=ers 
t u r a  a l a  cua l  s e  int rodujeron directamente en n i t d  
geno l fqu ido  (-1969 c). 

La descongelacidn s e  r e a l i z 6  de forma u l t r a -  
rdpida mediante l a  introduccidn de l o s  embriones en 
un barlo maria a 37Q C. 

La v iab i l idad  embrionaria pos t e r io r  a l a  des  
congelaci6n s e  comprobb mediante c u l t i v o  i n  v i t ro ,  - 
tknciones v i t a l e s  de f luorescencia  y por t ransferen-  
c ia .  

Las t ransferenc ias  a l a s  recentoras  s e  l l e v a  
ron a cabo realizando l o s  mismos preparat ivos  y anes 
t e s i a  que para l a s  d ~ a n t e s ,  practicdndose l a  i n t e r -  
vencidn q u i d r g i c a  por e l  f lanco y depositando l o s  - 
embriones mediante micropipeta en l a  par te  d i s t a 1  de 
cada b t e ro  a raz6n de 4-6 embriones por btero. 

De l o s  animales donantes, cua t ro  fueron ex-- 
c luidos de l a  experiencia, ya que uno de e l l o s  no -- 
respondi6 a l  tratamiento,  o t r o  padecfa una m c t r i t i s -  
en e l  momeneo de l a  obtencibn, el t e r c e r o  fue agred i  
do y e l  dlt imo fuk una baja. 

Los resul tados de recuperaci6n de embriones- 



fueron d e l  9 s%,c i f r a  s i m i l a r  a l a  presentadas por -- 
o t r o s  autores,  aunque s e  aprec i6  una c l a r a  ven ta ja  - 
de l a s  o p c r a c i o n e ~  r ea l i z adas  por e l  f l anco  f r e n t e  a 
l a s  abdominales vr:ntrales, puks a pesar  de  r e s u l t a r -  
c-: - r inc ip io  mas s e n c i l l a  e s t a  Últiiria v i a  de acceso, 
s e  orip;in6 un a l t o  porcenta je  de  autodestruccio-- 
nes de l a s  suturas ,  que junto  con e l  exceso de peso- 
loca l izado  en l a  zona,contribuy6 a l a  presentaci6n - 
de evisceraciones  d e l  paquete i n t e s t i n a l ,  que ob l i ga  
rol1 a r epe t i da s  rcseccioncs  de bordes c i c a t r i c i a l e s  
y nuevas su turas ,  Se aprec i6  a s i  mismo, un aumento - 
en l o s  casos de infccci6n de l a  c i c a t r i z ,  a l  e s t a r  - 
en contacto  d i r e c t o  con e l  sue lo  de l a  j au la ,  

A medida que se f u e  dominando l a  t&caiua.qu,& 
d r e i c a ,  s e  f uk preveyendo . l a  excesiva manipulacidn 
d c l  t r a c t o  cen i t a l ,  pues en un p r inc ip io  s e  or igina-  
ron un gran número de  adherencias. 

b l a c r o ~ c d ~ i c a h e n t e  se aprecid  una gran dife-- 
renc ia  e n t r e  l o s  ovar ios  superovulados con FSII, con 
un tamazo s i m i l a r  a l  f i s i o ldg i co ,  y con PlvISG l o s  c w  
l e s  estaban aumentados en 5 e i nc lu so  10 veces, ap re  
c i h d o s e  as$ mismo l a  presencia de grandes q u i s t e s  , 
que pcrmanecieron por espacio  de meses has ta  ser t r &  
tados  horinonalinente . 

Según e l  cuadro 1, en e l  que s e  represen ta  - 
e l  número de  embriones t o t a l e s  y e l  promedio por co- 
ne ja  y por tratamiento,  puede ap rec i a r s e  una disminy 
c i6n manif ies ta  en l a  respuesta,  en e l  grupo a l  que- 
se inyec t6  en una s o l a  ocasidn l a  dos i s  de PMSG --- 
(PIEG-l), l o  cua l  puede s u g e r i r  un, exceso en l a  do-- 
s i s , l o  que o r i g i n a r i a  una disminuci6n en l a  respues- 
%a como demostr6 Mariana (1.980)~ t rabajando sobre  - 



tres e s t i r p e s  d i f e r en te s  de ra tas ,  cuya respuesta -- 
disminufa f r e n t e  a incrementos ->rozresivos de l a  do- 
sis de hormona, a l  sobrepasarse l a  dos i s  bptima. Sn 
contradiccidh con e s t o s  datoa s e  encuentran l o s  t r e -  
bajos  de lZold4n (1.979), que encontrb una respussta- 
de 15 & 3 embriones/coneja, s imi l a r  a l a  ohteni8a -- 
con e l  t ra tamiento P3EG-2 , yero uti.lizando conejas 
lleozelandesas guras. Los valores  inedios nor animal - 
para l o s  o t ros  t ra tamientos  (cuadro 1)  e s t h  acordes 
con l o s  encontrados por o t ros  autores  (Ilaurer 1.965, 
Zafez 1.970,, Xenard 1.982), apreciandose superiores- 
en número l o s  obtenidos median6c FSX f r e n t e  a l o s  de 
TMSG-2 (2818 + 9'7 vs  1782 f 11'2). 

adra' 1: Respuesta supe rovda to r i a  según e l  
t ra tamiento u t i l i zado:  Número t o t a l  de  embriones y - 
promedio por animal. 

PI~SG- 1 4 12 310 ;t 017 
PI“EG-~ 8 69 1782 21112 
FSH 8 231' 28'8 2 917 

E s  necesar io  hacer r e s a l t a r  l a  var iabi l idad-  
en l a  respuesta superowulatoria f r e n t e  a l a  PFEG y - 
asf en l a  f igura  1, puede aprec ia rse  que so lo  e l  50% 
de l o s  animales superovulan, mientras que e& res%e~- 
pnacticamente s o l o  c ic l6 ,  ya que su  respuesta s e  mag 
tuvo en l o s  lfmites de una ovuiaci6n nakural  : ---- 
8t8 2 012 embriones por animal (Parvex 1.982). Bsta- 
respuesta f r e n t e  a l a  PMSG se ha puesto igualmente - 
de manifiesto en t r aba jos  real izados en e s t e  Departa 
mento, sobre ganado vacuno, en l o s  que s e  observ6 -- 
que animales que no respondieron fueron capaces de - 
c i c l a r  ( ~ e  l a  Fuente y Col. 1.984). 



indivrichial tlc l a s  respuestas. 

-.- -.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.- 'd. 

1 2 3 4 5 6 7 8  
Animales 

O PIBG-1 
PMSG-2 

a FSiI 
-.- Nivel medio de respuesta en ovulaci6n 

natural. 



De l a  misma forma, a l  comparar ambos a:;entes 
f o l f c u l o  estimulantes en cuanto a l a  ca l idad  de 106- 

embriones (cuadro 2) ,  se anrecia un incremento coxis& 
dcrabic  d e l  porcentaje de enibriones re t rasados y de- 
generados obtenidos a p a r t i r  dc l a  u t i l i z a c i b n  de -- 
?14'3G, f r e n t e  a l o s  encontraclos con FSii (3 3 j ~  vs 13;") . 
No s e  encontraron s i n  embargo, d i fe renc ias  en e l  nb- 
mero de embriones no f e r t i l i z ados ,  c l  cual yernanece 
bajo, s i n  aprec ia rse  in f luenc ia  dcl  t i v o  de cirbri- - 
cibn, I . A .  vs monta natural .  

_CLiadralr Cii.lidir,d embrionaria según e l  t ipo-  
de t ra tamiento 

DE. - Degenerados 
Re. - Retrasados 

D e  l o s  embriones considerados morfologicamen_ 
t e  normales e l  28% (65/233) corresponde a b l a s toc i toc  
con b l a s toce l e  y bot6n embrionario bien diferencia--  
dos y e l  r e s t o  .(168/2 331, a morulas de aproximadame2 
t e  32 ce lu l a s  y 0'15 mm. de didmetro de su zona pel4 
cida. 

La re iac ibn  en porcentajes de embriones nor- 
males, degenerados y no f e r t i l i z a d o s  s e  puede apre-- 
c i a r  en #:la f igura  2. 





Conserva&n enb r- 

Un t o t a l  de 125 embriones, diagnosticados -- 
viab les  a l  momento de su  obtencibn, fueron ciilti.va-- 
dos durante 24 horas, encontrAnclose, que e l  6013 ;; de 
e l l o s  s c  desarro116 de Lomm apreciable  (cuadro 3 )  , 
pero cuando se maneuvo e l  c u l t i v o  hasta  l a s  48 horas 
so.?o e l  63); con-íxhr6 su  desarrol lo ,  l o  cua l  para c3.- 
.bota1 de l o s  inic ia lmente  puestos cc c a l t i v o  rcpre-- 
senta  un 38'43 , porcentaje relativamente bajo en -- 
compnraci6n con l o s  obtenidos en o t r a s  experiencias. 
Aunque e l  mktodo puede ser u t i l i z a d o  como d i a , p b s t i -  
co de viabi l idad,  r e s u l t a  i n su f i c i en t e  para una a@& 
caci6n prdct ica  en e l  caso de almacenaje de un exce- 
s o  dc cmbriones, resultando admbs muy comnleja y -- 
costosa l a  i n f r aes t ruc tu ra  necesar ia  para su rea l iza .  
ci63, desde e l  punto de v i s t a  pr60tioo. 

Cuadro 3: Desarrollo embrionario i n  v i t ro .  

Embriones desarrolados i n  v i t r o  
y, 

A l a s  2 4  horas A l a s  48 horas 

E l  proceso de congelaci6n se ha real izado -- 
t ra tando  de s imp l i f i ca r  l o  mQs posible  l a  t&cnica,  - 
pero evitando una f u e r t e  caida de l o s  resultados.  De 
e s t a  forma y mediante l a  u t i l i zac ibn  de temperaturas 
medias de inmersi6n en n i t r 6 ~ e n o  l fquido,se  ha p d i -  



do r c a l i z a r  l a  di,sconp;elaci6n u l t r a r 6 ~ i d a  ( ~ e l i n  -- 
.Jensc,n, ? . 9 3 2 ) ,  s i e n ? ~  l o s  rcoultac?os s imi la res  a -- 
l o s  oFrccirios :,or o t ro s  au-t;ores ( Xaurer 1.976,  Pay 
vcx , í.gSO),  l o s  cuaj-os nroqonen la rea i izac ibn  de- 
C:ITV~S d s  l a  r,ras. 

C_u¿ldroA: Coní~elaci6nt .Desarrollo i n  vi-t;ro e 
i n  vivo O s  l o s  cinbrionss descon~elados,  

Sem'm s e  aprecia  en c l  cuadro no 4 un 26% de 
l o s  embriones desconeelados continua su  desa r ro l lo  - 
despu6s de  24 horas de cul t ivo,  aunque ningún embridn 
s o  c o n c i n ~ e  inq lan ta r  a l  ser t r ans fe r ido  a una receg 
tora .  ilo sucede asf con aquel los  descongelados y -- 
t r a n s f e r i d o s  s i n  previo cul t ivo,  en l o s  que s e  con& 
gue un SO-$ de ,~cs tac iones .  

CONCLUSIONES 

-Se ha encontrado como mejor mdtodo de supbrovula-- 
ci6n e l  traiiamiento en base a FSH. 

-Lacnngelacidn de l o s  embriones ha resul tado s e r  un 
mdtodo f a c t i b l e  y val ioso, tanto bajo un enfoque - 
experimental como de apl icacibn p rAc t i c~ impon i6n  
dose l a  s impii f icaci6n y mejora de l o s  resu l tados  

obtenidos con l a s  tkcnicas  de conservacibn. 
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Li objetj-vo de e s t e  t r a b a j o  e s  e l  de e s t a b l e  
c c r  tina tkciiica r u t i n a r i a  de supcr~vrn lac ibn~ recogi- 
da g I;rnnslcre:icia dc embriones en e l  conejo dom6stL 
coy as$ cono t r a t a r  de s i ~ ~ p l i r " i c s r  y mejorar l o s  re- 
su l tados  de l a s  t6cn icas  de conservacidn en ni t rdge-  
no liquic3.0. 

Se ha obtenido una media de embriones por -- 
animal de 2818 2 9t7 ; 1712 k 11'2 Y 3 0'7 mcdian- 
tc la u t i i i z a c i 6 n  de dos agentes foliculoesBimulan-- 
t c s  : FSC y P I S G ,  e s t e  dl t imo en dos va r i an t e s  de ad 
ministracibn: l a  primera cn dos is  hita, cuya respues 
t a  es taba por debajo do 1s media f i s i o l d g i ~ a ~  y l a  - 
sc,rfunda administrada scriadamentc en l a  queya pesar- 
de  r e s u l t a r  sensLblcmente aumentada e s t a  media, s o l o  
e l  50:; de l o s  animales respondi6 de forma s u p e r o v u l ~  - 
t o ~ i a .  

E 1  desar ro l lo  embrionario i n  v i t r o  a l a s  24- 
horas Eu& de l  60'8% (76/125) y a l a s  48 horas cont i -  
nuaron eX desar ro l lo  e l  635: (43/76) de l o s  embrio- - 
ncs. 

Se .ap i ic6  el nroceso de congelaci6n a 84 em- 
br iones  de l o s  cuales  e l  26% (7/27) se desarrol laron 
i n  v i t ro .  Consiguikndose l a  impiantacidn en e l  50% - 
de l o s  casos en l o s  que se r ea l i zd  l a  t ransferenc ia ,  
s i n  previo cul t ivo,  a conejas receptoras  pseudoges-- 
t an tcs .  


