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INTRODUCCION

Existen lineas seleccionadas en conejo que es necesario preservar. En esta
especie, la congelacion y vitrificacién de embriones han demostrado ser técnicas
efectivas para la reconstitucién de poblaciones (Joly et al., 1996, Garcia et al., 2000)

En los uitimos afios se han empleado embriones crioconservados
pertenecientes a lineas seleccionadas como poblaciones control para poder evaluar
la respuesta a la seleccion (Santacreu et al., 2000; Garcia y Baselga 2002). Por otro
lado se ha demostrado la posibilidad de difusion de material genético a otros paises
sin riesgos de transmision de enfermedades (Garcia et al.,2000b) y la preservacion
de recursos genéticos animales (Bolet et al., 2000).

En estudios anteriores se demostrd que lineas seleccionadas por velocidad
de crecimiento tenian una tasa de recuperacion de embriones normales inferior a las
lineas seleccionadas por caracteres reproductivos (Viudes de Castro et al., 1995,
Lavara et al., 2001, Vicente et al., 2003), ademas de la diferencia existente en la
relacién nimero de nacidos por embrién transferido post-desvitrificacion entre lineas
maternales y de crecimiento (34-36% vs 25%, Vicente et al., 2003) por lo que en
este tipo de lineas seria conveniente utilizar técnicas de recuperacion in vivo
(Besenfelder et al, 1998, Kidder et al, 1999, Forcada y Loépez 2000) que
permitiesen aumentar el numero de embriones obtenidos por hembra lo que
facilitaria su reconstitucion.

E! objetivo del presente trabajo es evaluar la viabilidad tras la vitrificacién de
los embriones de conejo recuperados in vivo.

MATERIAL Y METODOS:
-Sincronizacién de las hembras donantes e inseminacién artificial.

Como donantes se utilizaron hembras pertenecientes a la linea R,
seleccionada por velocidad de crecimiento desde el destete (28 dias) hasta el
sacrificio (63 dias) (Estany et al., 1992).

Para sincronizar la receptividad de las hembras, se les administro
subcutaneamente una dosis de 50 Ul de PMSG (Gonaser, Hipra) 60 horas antes de
la inseminacion. Las hembras fueron inseminadas con semen procedente de
machos adultos de la misma linea: y generacion con los que no estuviesen
emparentados. EI método de recuperacion, valoracién y dilucién del semen y
posterior inseminacion utilizado fue el descrito por Lavara et al. (2000).
-Recuperaciéon de embriones.

GRUPO POSTMORTEM (control): Las hembras fueron sacrificadas 72-76
horas después de la inseminacién, perfundiéndose oviductos y cuernos uterinos con
20 ml de medio de recuperacion de embriones (Mre): DPBSCa [0.132 g cloruro
célcico por litro de DPBS (Sigma, D-5773)], suplementado con 3 g BSA (Sigma,
A3311) mas antibiéticos (PENIVET 1, Lab. Divasa Farmavic) por litro.

GRUPO IN VIVO: Los embriones fueron recuperados mediante laparoscopia
76-78 horas tras la inseminaciéon segun el método descrito por Besenfelder et al.,
(1998).

En ambos grupos los embriones recuperados fueron catalogados basandose
en criterios morfolégicos, considerandose embriones normales aquellos embriones
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en estadio de moérula compactada o blastocisto temprano que presentaban una
masa de células homogénea y ninguna anomalia en la cubierta de mucina y zona
pelicida.

Vitrificacion.

El medio de vitrificacion empleado fue el descrito por Vicente et al., (1999),
con la siguiente composicion: 1:1:2 (v/viv) de dimetilsulféxido (3.5 M DMSO, Sigma
D5879), etilenglicol (4.4M EG, Sigma 9129) en medio recuperacion (Mre). Los
embriones recuperados de cada hembra donante fueron vitrificados segun el
procedimiento descrito por Vicente et al., (1999).

Desvitrificacon y posterior cultivo

La desvitrificacion se realizo por inmersion de la pajuela en un bafio de agua a
20°C agitandola suavemente, durante 10-15 segundos. El medio de vitrificacién se
elimind mediante una dilucién en dos pasos. Los embriones con el medio de
vitrificacién se depositaron en una placa petri de 35 mm de diametro que contenia
una solucion de 0.33M Sacarosa en DPBS. Después de 2 minutos, los embriones
fueron lavados de nuevo en DPBSCa y valorados morfolégicamente antes de su
posterior introduccién en placas de cultivo, utilizandose Unicamente los embriones
no dafados. Los embriones fueron introducidos en placas Nunc con el medio de
cultivo elegido (M-199 con 50 mM HEPES, suplementado con 20% FCS (Fetal
Bovine Serum)) y se introdujeron en el incubador bajo unas condiciones de 38,5°C,
5% CO, y humedad a saturacién. El tiempo de cultivo fue de 48 horas, transcurridas
las cuales se procedid a la valoracidbn de los embriones, considerandose como
desarrollados los embriones que habian alcanzado los estados de blastocisto
expandido y escapado.

Analisis estadistico

Tras la desvitrificacion se tomaron los datos: numero de embriones
desvitrificados (EV), nimero de embriones intactos (El), numero de embriones
cultivados (EC) y el nimero de embriones desarrollados tras el cultivo (ED). Se
utilizé un Chi-cuadrado para analizar el efecto del tipo de recuperacién de embriones
(in vivo o post-mortem) sobre el porcentaje de embriones intactos post-
desvitrificacion (EI/EV), porcentaje de desarrollo in vitro (ED/EC) y porcentaje de
desarrollados sobre vitrificados (ED/EV).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se desvitrificaron un total de 224 embriones, de los cuales 110 se recuperaron post-
mortem y 114 por el procedimiento in vivo. Los resuitados post-desvitrificacion se
muestran en la tabla de resultados (Tabla 1).
TABLA 1: Resultados desvitrificacion y posterior cultivo de embriones vitrificados.

TIPO EV [ El(%) | ED(%) ED/EV (%)

1Y 114 [~ 109(95%) 77 (71%) | (77/114) (68%)

PM 110 103 (94%) 75 (70%) | (75/110) (64%)
TOTAL 224 212 (95%) 152 (70%) | (152/224) (66%)

EV: Numero de embriones desvitrificados; El (%): nimero de embriones intactos (porcentaje de
embriones intactos post-desvitrificacion); ED (%): numero de embriones desarrollados (porcentaje
desarrollo in vitro); ED/EV (%):porcentaje de embriones desarrollados scbre desvitrificados

Para evaluar la viabilidad de los embriones crioconservados, se desvitrificaron un
total de 224 embriones pertenecientes a los distintos grupos de estudio.(114 in vivo,
110 post-mortem), no encontrandose diferencias significativas en el porcentaje de
embriones intactos post-desvitrificacion (95% y 93% para la recuperacion in vivo y
post-mortem respectivamente), en el porcentaje de desarrollo in vitro (71% y 69%
para el grupo in vivo y el control); ni en el porcentaje de desarrollados sobre
desvitrificados (68% y 63% para el grupo in vivo y control respectivamente). Vicente
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et al., (1999) y Garcia et al., (2000c), con embriones recuperados post-mortem
pertenecientes a la misma linea de crecimiento obtuvieron resultados similares en el
porcentaje de embriones intactos tras la vitrificacion (93%, 85% respectivamente),
mientras que Medjoub (2000) obtuvo un 61,6% en la raza Gigante de Espafia con
embriones recuperados in vivo. El desarrollo in vitro alcanzado en el presente trabajo
es comparable a los obtenidos por otros autores (65% y 77% observado por Vicente
et al., 1994 y Lopez-Bejar y Lopez-Gatius 2000; respectivamente).

El porcentaje de embriones desarrollados in vitro sobre vitrificados obtenido
mediante la recuperacion in vivo es similar al registrado por los embriones
recuperados post-mortem (Tabla 1), y comparable al de otras experiencias (49% de
embriones desarrollados sobre vitrificados para la linea R, Lavara et al., 2001).
Garcia et al., (2000b) y Vicente et al.,(2003), tras la transferencia de embriones
crioconservados de la linea R, mostraron un rendimiento global desde la vitrificacion
hasta el parto del 10% y 42%, respectivamente.

El presente estudio muestra que no existen diferencias in vitro en viabilidad
embrionaria post-desvitrificacion para embriones recuperados post-mortem o in vivo,
lo que permitira implementar la técnica de recuperacion in vivo de embriones para
aumentar sustanciaimente el numero de embriones recuperados por hembra
donante y facilitar asi la reconstitucion de lineas o razas similares a la linea R.

Este estudio ha sido financiado por el proyecto de C.I.C.Y.T. AGL2000-0595-C03-01
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