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INTRODUCCION

Las técnicas de obtencién, conservacibén y --
transferencia de embriones, constituyen uno de los -
mayores avances dentro del manejo reproductivo, en -
base a la mejora e incremento de la produccidn en --
las distintas especies zootécnicas.

El presente trabajo trata de ofrecer una me-
todologfa que dentro de su complejidad sea lo mids --
sencilla posible, para su futura aplicacién préctica.

El conejo puede asi mismo considerarse un --
animal 8ptimo para la investigacién, pues debido a -
su corto ciclo reproductivo y prolificidad se pueden
realizar estudios completos y exhaustivos en un tiem
po inferior al utilizado en otras especies., Puede --
considerarse la posibilidad de formacién de un banco
de embriones, para el almacenamiento de material ge-
nético, tanto de aplicacién cientffica para el mante
nimiento de estirpes poco estables, como en su apli=-
cacidn préctica sobre la produccién,

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado veinticinco hembras, hfbrido
comercial, doce de cuatro meses y el resto adultas ~
secas, utilizando alojamientos met&licos a razén de
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dos animales por jaula, con bebida y alimentaciédn --
"ad libitum", a base de pienso comercial granulado. -
La exneriencia se realizd en los meses de verano con
temperatura y luz ambiente ( 172 C~342 C y 16 horas-
de iuz aproximadamente).,

Los animales donantes (n = 20) se agruparon-
en dos lotes en base a la utilizacibn de las gonadg
tropinas : hormena folfculo estimulante y gonadotro-
pina del suero de yegiia gestante ( FSH, PMSG) , como
agentes superovuladores. El grupo de animales someti
cdos al tratamiento con PMSG, fué subdivido para la -
aplicacién de dos diferentes regfmenes de administra
cién de hormona,

Grupo 1 ; PH3G

Grupo l.1, Se administraron 150 u.i. de PMSG
a cada animal en una sola dosis intramuscular, Seten
ta v dos horas despuéds de la gonadotropina se inyecw
taron intravenosamente 150 u.i, de HCG, Realizindose
acto seguido la cubricién.

Grupo 1.2, Se administraron 120 u.i. de PMSG
a cada animal en cuatro inyecciones intramusculares,
a un intervalo de doce horas entre cada una de ellas.
Doce horas despuds de la dltima inyeccidn de gonado-
tropina se administraron 30 u.i. de HCG por via in--
travenosa. Realizindose acto seguido la cubricién,

Grupo 2 ; FSH

Se administraron 1,50 mgr, de FSH a cada ani
mal repartidos en 6 inyecciones intramusculares a un
intervalo de 12 horas entre ellas, Doce horas des—==
puéds de la ltima inyecciédn de gonadotropina se admi
nistraron 30 u.i, de HCG por via intravenosa, reali-
z8ndose acto scguido la cubricién,
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A fin de sincronizar el estado fisiolbgico -
uterino entre los animales donantes y receptores se
provocd una pseudogestacién cn estos, mediante la ad
ministracién intravenosa de 30 u.,i. de HCG en el mig
mo dia y hora que a las donantes, en el caso de trans
ferencia en fresco y con 3 - 4 dias de antelacién en
el caso de los congelados,

La cubricién se realizd mediante I,A., segin
la técnica empleada de forma rutinaria en el Depar
tamento, o por monta natural en los casos en los que
la :hembra .fué receptiva.

La obtencidn de los embriones se realizé de-
forma quirirgica en el tercer - cuarto dia después -
de la cubricidn,

Técnica irdrgica ¢

Se utilizd un tranquilizante, Combelen -——=-
0!'5 cc/Kg-pe.v. administrado intramuscularmente, para
proceder a la depilacién y desinfeccién con alcohol-
iodado de la zona operatoria.

La induccidn anestésica se realizé mediante-
Ketanina a dosis de 4 mg/Kg-p.v. El mantenimiento en
los casos que se hizo necesario, se realizé a dosis-
de 2 mg/Kg-p.v. , administrado intravenosamente.

Se practicé una incisién de unos 7 cm, por -
la 1fnea alba, desde el fltimo par.de mamas en direg
cibén toricica, y una vez sepados los bordes, se loca
1iz6 el tracto genital mediante palpacidn, para extg
riorizarlo y realizar la observaci8n de los ovarios
y confirmar la respuesta ovulatoria teniendo en cuen
ta el aspecto ovérico general y realizando el recuen
to de CL y otras posibles formaciones, h
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ilediante puncibdn con trocar en la porcién —-—
distal del dtero y canulacién de la porcibn proximal,
se realizd la obtencibn de los embriones por arrastre
con P3S + 2% FSC a 372 C, Individualizando los lava-
dos uterinos para el recuento y evaluacién morfoldgi
ca de los embriones,

Se introdujo el tracto genital en la cavidad
abdominal y se practicéd una sutura con cargut de los
nlanos musculares y con grapas o seda de la piel.

Todos los materiales utilizados fueron este-
rilizados y siliconizados con anterioridad. Las one-~
raciones fueron realizadas por dos personas y en un
tiempo anroximado de 30 minutos.

Una vez localizados y aislados del medio de
lavado, los embriones fueron llevados a Dplacas pem-
tri de 35 mm. que contenian PBS -+ 20% FCS , donde se
procedié a su evaluacién morfoldgica con el fin de -
desechar a los retrasados, degenerados y no fecunda-
dos,

Los embriones morfologicamente aceptables -
fueron distribuidos en dos grupos para ser utiliza-
dos con diferentes propdsitos:

- cultivo in vitro
- congelacién

El ecultivo in wvitro se realizb a 372 C en -~
una atmdsfera de 5% de CO_ , introduciendo a los em-
brioncs en microgotas de medio emriquecido con 20%
de FCS, bajo aceite de parafina.

La congelacién se realizé utilizando un bio-

congelador programableyen el cual se estabilizd la -
c8mara de enfriamiento a 202 C antes de la introduc-
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cibn de los embriones, los cuales se habfan incluido
. vreviamente en una solucién de glicerol 1'5 M, v de-
positados en el interior de la clmara, para ir redu-
ciendo su temperatura a razén de 12 C/min., hasta-72C,
momento en el que se indujo la cristalizacién de las
muestras, La siguiente rampa de enfriamiento se pro-
cramd a 0'42/min, hasta alcanzar los ~302 C, tempera
tura a la cual se introdujeron directamente en nitr$
‘geno 1fquido (~1962 C).

La descongeiaci&n se realiz8 de forma ultra-
rédpida mediante la introduccién de los embriones en
un bafio maria a 372 C,

La wviabilidad embrionaria posterior a la desg
congelacibn se comprobd mediante cultivo in vitro, -
tinciones vitales de fluorescencia y por transferen-
cia.

Las transferencias a las recentoras se llevg
ron a cabo realizando los mismos preparativos y anes
tesia que para las donantes, practicdndose 1la inter-
vencidn quirdrgica por el flanco y depositando los -
embriones mediante micropipeta en la parte distal de
cada dtero a razén de 4-6 embriones por dtero.

7

ESULTADOS Y DISCUSION

i

De los animales donantes, cuatro fueron ex—-
cluidos de la experiencia, ya que uno de ellos no —-
respondid al tratamiento, otro padecfa una metritis-
en el momento de la obtencidn, el tercero fué agredj
do y el dltimo fué una baja,

T& s i

Los resultados de recuperacién de embriones-
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fueron del 93%ycifra similar a la presentadas por -—-
otros autorcs, aunque se aprecid una clara ventaja =
de las opcraciones realizadas nor ¢l flanco frente a
las abdominales ventrales, puds a pesar de resultar-
cn orincipio mas sencilla esta dltima via de acceso,
se originéd un alto porcentaje de autodestruccio--
aes de las suturas, que junto con el exceso de peso-
localizado en la zona,contribuyd a la presentacibn -
de evisceraciones del paquete intestinal, que obliga
ron a repetidas resecciones de bordes cicatriciales

y nuevas suturas. Se aprecib as{ mismo, un aumento -
en los casos de infeccibn de la cicatriz, al estar -
en contacto directo con el suelo de la jaula.

A medida que se¢ fué dominando la téecmicarqui
mirgica, se fuéd preveyendo. la excesiva manipulacidn
del tracto genitaly, pues en un principio se origina-
ron un gran nimero de adherencias.

Respuesta superovulatoria

Macroscépicaﬁente se aprecid una gran dife--—
rencia entre los ovarios superovulados con FSH, con
un tamafio similar al fisiolégico, y con PMSG los cug
les estaban aumentados en 5 e incluso 10 veces, apre
cifndose asf{ mismo la presencia de grandes quistes ,
que nermanecieron por espacio de meses hasta ser tra
tados hormonalmente,

Segfin el cuadro 1, en el que se representa -
el nfimero de embriones totales y el promedio por co-
ncja y por tratamiento, puede apreciarse una disminy
cibn manifiesta en la respuesta, en el grupo al que-
se inyectd en una sola ocasién la dosis de PMSG —=-
(PMSG-I), lo cual puede sugerir un exceso en la do--
sisylo que originarfa una disminucién en la respues-
ta como demostrd Mariana (1.980), trabajando sobre -
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trés estirpes diferentes de ratas, cuya respuesta —--
" disminufa frente a incrementos »Hrogresivos de la do-
sis de hormona, al sobrepasarse la dosis 6ptima. In
contradiccidn con estos datos se encuentran los tra-
bajos de Rold4n (1.979), que encontrd una respuesta-
de 15 £ 3 embriones/coneja, similar a la obtenida =-
con el tratamiento PMSG-2 , nero utilizando conejas
Neozelandesas puras. Los valores medios por animal -
para los otros tratamientos (cuadro 1) est&n acordes
con los encontrados nor otros autores (lMaurer 1.963,
ilafez 1,970y ,Renard 1,982), aprecidndose superiores-
en nfimero los obtenidos mediantec FSH frente a los de

PMSG-2 (2818 X 9t7 vs 1712 & 1112),

C“ggng' ¢ Respuesta superovulatoria segin el
tratamiento utilizado: Nfmero total de embriones y -
promedio por animal.

HN®? anim, N2 emb, X de emb./anim.
PMSG—~1 4 12 310 + 017
PMSG-2 8 69 1712 1112
FSH 8 231 2818 £ 917

Es necesario hacer resaltar la variabilidad-
en la respuesta superowulatoria frente a la PMSG y -
asf en la figura 1, puede apreciarse que solo el 50%
de los animales superovulany mientras que el resbe: -
practicamente solo cicld, ya que su respuesta se man
tuvo en los 1lfmites de una ovulacién natural § ———-
818 & 0'2 embriones por animal (Parvex 1.982). Esta-
respuesta frente a la  PMSG se ha puesto igualmente -
de manifiesto en trabajos realizados en este Departa
mento, sobre ganade vacuno, en los que se observd —-
que animales que no respondieron fueron capaces de -
ciclar (De la Fuente y Col, 1.984).
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De la misma forma, al comparar ambos agentes
folfculo estimulantes en cuanto a la calidad de los-
embriones (cuadro 2), se aprecia un incremento consi
derable del porcentaje de embriones retrasados y de-
generados obtenidos a partir de la utilizacién de ==
PlMSG, frente a los oncontrados con FSil (33% vs 13%).
No se encontraron sin embargo, diferencias en el nié-
mero de embriones no fertilizados, el cual nermancce
bajo, sin apreciarse influencia del tipo de cubri- -
cibn, L,A., vs monta natural,

Cuadre 2t Calidad embrionaria segin el tipo-
de tratamiento
Normales Dg, v Rt. fo fert.
PMSG-1 9/12 (75%) 2/12  {16%) 1/12  (8%)
PMSG-2 42/69 (60%) 23/69  (33%) 4/69  (5%)
FslI 182/231 (78%7%) 31/231 (13»)  18/23i (7%)

Dg. = Degenerados
Rte, = Retrasados

De los embriones considerados morfologicamen
te normales el 28% (65/233) corresponde a blastocitos
con blastocele y botén embrionario bién diferencia--
dos y el resto .(168/233), a morulas de aproximadamen
te 32 células y O'15 mm, de didmetro de su zona peld
cida,.

La relacidn en porcentajes de embriones nor-

males, degenerados y no fertilizados se puede apre--
ciar en:la figura 2,
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Conse ci embrionari
Degarrollo in vitros

Un total de 125 embriones, diagnosticados w=-
viables al momento de su obtencibn, fueron cultiva--
dos durante 24 horas, encontréndose que el 060!'8 i de
ellos sc desarroll$ de forma apreciable (cuadro 2) ,
pero cuando se mantuvo el cultivo hasta las 48 horas
solo el 63% continud su desarrollo, lo cual para cl-
total de los inicialmente puestos cnn cultivo rcpre—-
senta un 3814% , porcentaje relativamente bajo en —-
comparacidn con los obtenidos en otras ecxperiencias.
Aunque el método puede ser utilizado como diagnésti-
co de viabilidad, resulta insuficiente para una apli
cacidn préctica en el caso de almacenaje de un exce-
so de embriones, resultando ademi&s muy compleija y ——
costosa la infraestructura necesaria para su realiza.
cibn, desde el punto de vista préotico.

Cuadro 3¢ Desarrollo embrionario in wvitro.

Embriones desarrolados in vitro

A las 24 horas A las 48 horas

76/125 (6018%) © 48/76 (63119%)
48/125 (38v4 %)

Congelacibn:

El proceso de congelaciln se ha realizado —-
tratando de simplificar lo mis posible la técnica, -
pero evitando una fuerte caida de los resultados, De

esta forma y mediante la utilizaciédn de temperaturas
medias de inmersién en nitrégeno lfquido,se ha podi-
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do - realizar la descongelacién ultrarfnida (Lehn --
Jensen, 1.932 ), siendo los resultados similares a =—-—
los ofrecidos nor obtros auntores ( Haurer 1,976, Pay
vex 1.980), los cualecs prononen la rcecalizacibn de-
urvas mis larcas.

Cuadro 4: Congelaciént ‘Desarrollo in vitro e
in vivo de los embriones descongelados,

e de enb. Culﬁivo 24 h. Implantacién
28 7/27 (26%) 0/1
56 ——— 2/4 (50%)

TOTAL g mmm= 2/5 (40%)

Segfin se aprecia en el cuadro n? 4 un 26% de
los embriones descongelados continua su desarrollo -
después de 24 horas de cultivo, aunque ningfin embrién
se consifue imnlantar al ser transferido a una recep
tora, iJo sucede asf econ aquellos descongelados y ~—-
transferidos sin previo cultivo, en los que se consi
gue un 50% de gestaciones.

CONCLUSTONES

-Se ha encontrado como mejor método de superovula--
cién el tratamiento en base a FSH.

~Lacongelacién de los embriones ha resultado ser un
método factible y valioso,tanto bajo un enfoque -
experimental como de aplicacién prictica,imponién
dose la simplificacién y mejora de los resultados
obtenidos con las técnicas de conservacién.
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2l objetivo de este trabajo es el de establg
cer una técnica rutinaria de superovulacibn, recogi-
da y transferencia de embriones en el conejo domésti
co, asf como tratar de simplificar y mejorar los re-
sultados de las técnicas de comnservacién en nitrége-
no liquicdo.

Se ha obtenido una media de embriones peor --
animal de 2818 + 9t7 ; 1712 L 1112 v 3 £ 0'7 median-
te la utilizacién de dos agentes foliculoesbtimulan——
tes ¢ FSG y PIISG, este iltimo en dos variantes de ad
ministracién: la primera en dosis nica, cuya respues
ta estaba por debajo de 1la media fisiol6gi¢a, v la =
sepunda administrada seriadamente en la que,a pesar-
de resultar sensiblemente aumentada. esta media, solo
el 50% de los animales respondid de forma superovulg
toria.

El desarrollﬁ embrionario in vitro a las 24-
horas fud del 6018% (76/125) y a las 48 horas conti-
nuaron el desarrollo el 63% (48/76) de los embrio- =~
NncCSe )

Se.aplicd el proceso de congelacidén a 84 em-
briones de los cuales el 26% (7/27) se desarrollaron
in vitro. Consiguiéndose la implantacién en el 50% =
de los casos en los que se realizé la transferencia,
sin previo cultivo, a conejas receptoras pseudoges-—-
tantes, '




