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INTRODUCCION

Los programas de crioconservacion de embriones de conejo desarrollados en
la decada de los 90 en el INRA y la UPV han permitido tanto constituir o re-
establecer poblaciones control para poder evaluar la respuesta a la seleccion
(Garcia y Baselga 2002) como poder llevar a cabo la difusion de material genético a
otros paises sin riesgos de transmision de enfermedades (Garcia et al. 2000) o la
preservacion de recursos genéticos animales (Bolet et al. 2000).

La recuperacion de embriones en el marco de un programa de
crioconservacion pretende no soélo obtener un elevado nimero de embriones, sino
ademas que éstos provengan del mayor numero de origenes macho y hembra, con
el fin de obtener una adecuada representacién de la poblacién original. La
recuperacion de embriones de conejo, en general, se realiza tras el sacrificio de una
hembra donante (post-mortem) que puede haber sido inducida a superovular con
eCG o FSH. Si bien estos tratamientos consiguen aumentar el numero total de
embriones recuperados, presentan desventajas, asi, el 30-40% de las donantes
muestran fallos de recuperacion (Renard et al. 1992; Garcia y Vicente, 1990), baja
calidad y viabilidad de los embriones (lllera et al. 1990, Mehaisen et al. 2003), y
cuando se aplica sobre estirpes o razas no habituales (Turingia, Chinchilla o
Leonado de Borgoina) los fallos de respuesta ovarica, fecundacion o desarrollo
embrionario son aun mas elevados.

Una técnica que mejora el nimero de embriones recuperados por hembra es
la recuperacion in vivo de embriones, bien por laparotomia (Forcada y Lépez 2000)
0 por laparoscopia (Besenfelder et al. 1998), ya que permiten recuperar varias
dotaciones de embriones de una misma hembra.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficiencia de la técnica de
recuperacion de embriones in vivo por laparoscopia en tres lineas seleccionadas de
conejo, y su posible repercusién en el futuro reproductivo de la hembra.

MATERIAL Y METODOS:

Como donantes de embriones se utilizaron 70 hembras multiparas lactantes
con al menos dos partos. Las conejas pertenecian a las lineas A (n=16) y V (n=22)
seleccionadas por tamafio de camada al destete (Estany et al. 1989) y a la linea R
(n=32), seleccionada por velocidad de crecimiento (Estany et al. 1992).

Las hembras se cubrieron con machos adultos de la misma linea y
generacion con los que no estuviesen emparentados.

Los embriones fueron recuperados mediante laparoscopia 76-78 horas tras la
monta o inseminacién. Una vez anestesiada la hembra y distendido el abdomen, se
prepara el campo de intervencion que a diferencia de la laparotomia, se restringe a
tres pequefas zonas localizadas, dos caudales cerca de la regién inguinal (una para
cada oviducto) por la que se introduce la sonda de perfusion, y dos centrales a 6-8
cm respecto al extremo del esternén. En estas zonas se practican las punciones con
los trocares y vainas correspondientes al endoscopio y al férceps atraumatico. Una
vez realizadas las punciones se introduce el catéter de perfusion por la abertura
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infundibular y se lava el oviducto con 5 ml de medio de perfusiéon (Dulbecco’s
phosphate buffered saline (DPBS) con antibiéticos (Penivet 1, Difarma)) empujando
el contenido del mismo hacia el cuerno uterino. Tras la perfusion de los oviductos, se
perfunde cada uno de los cuernos uterinos con 50 ml de medio y su contenido es
recogido del fondo de la vagina con un catéter de Foley conectado a una bomba de
aspiracion.

Para valorar la incidencia de la recuperacion de embriones in vivo sobre el
futuro reproductivo de la hembra donante tras la recuperacion, se controlaron un
total de 93 partos de las 70 hembras donantes, registrandose los datos de: indice
intentos-servicios (%), numero de nacidos totales (NT) y nimero de nacidos vivos
(NV). Se establecié un grupo control de hembras multiparas lactantes de la misma
linea y generacion, controlandose un total de 238 partos de 97 hembras control (47,
40 y 20 hembras de las lineas A, V y R, respectivamente) de los que se tomaron los
mismos datos que para el grupo recuperado in vivo.

En el momento de la recuperacion se observo la tasa de ovulacion (TO), tras
la perfusion de oviductos y de utero se procedié al recuento de la tasa de
recuperacion global [formada por el conjunto de oocitos, embriones normales y
anormales (TR)], embriones totales recuperados (ER) y embriones normales
recuperados (EN). Los embriones recuperados fueron catalogados basandose en
criterios morfolégicos, considerandose embriones normales aquellos embriones en
estadio de moérula compactada (MOR) o blastocisto temprano (BLAS) que
presentaban una masa de células homogénea y ninguna anomalia en la cubierta de
mucina y zona pelucida.

En las hembras donantes se analizé el efecto de la linea sobre la TO, éxito de
la recuperacion (TR/TO), tasa de normalidad embrionaria (EN/TR), embriones
normales (EN), porcentaje de moérulas (MOR/EN) y porcentaje de blastocistos
(BLAS/EN), mediante un GLM (General Linear Model). Se utilizé6 el mismo modelo
estadistico para analizar el efecto del tratamiento (recuperacion in vivo, control) y la
linea, asi como su interaccion, sobre el indice de intentos-servicios (%), nacidos
vivos (NV) y nacidos totales (NT).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se realizaron un total de 70 recuperaciones in vivo, de las cuales 16 se realizaron
sobre hembras A, 22 sobre hembras V y 32 sobre hembras R. Los resultados de la
recuperacion se muestran en la tabla de resultados (Tabla 1).

TABLA 1: Recuperaciones in vivo de embriones en las tres lineas de la UPV.
TO TR TRI/TO (%) EN EN/TR MOR/EN BLAS/EN
(%) (%) (%)

A 10.5£0.59° | 8,2+0.98 | 77.4%+7.9 | 7.3¢+1.15 | 87%%9.8 | 71%8.8%" | 22%z7.1°
(16) (16) (16) (16) (16) (15) (15)

\Y 11.5+¢0.50° | 7.3+0.84 | 67%%56 | 6.5+1.0 | 75%+8.7 | 49%*8.6° | 46%+6.9°
(22) (22) (22) (20) (20) (20) (20)

R 12.4+0.42° | 8.3:t0.70 | 64%6.8 | 6.1+0.83 | 66%+7.0 | 89%=7.2° 2%5.7°
(32) (32) (32) (31) (31) (31) (31)
TOTAL | 11.5+£0.29 | 7.940.49 | 69%+3.9 | 6.620.58 | 76%*4.9 | 70%%4.7 23%+3.8
(70) (70) (70) (67) (67) (66) (66)
Columnas con distinto superindice muestran diferencias significativas (P<0.05)

TO: Tasa de ovulacion, TR: Tasa de recuperacion global, TR/TO: porcentaje de recuperacion global,
EN: Numero de embriones normales; EN/TR (%): porcentaje de normalidad; MOR/EN (%): porcentaje
de moérulas; BLAST/EN (%): porcentaje de blastocistos.
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Se observaron diferencias significativas para la TO, entre las tres lineas, la linea R,
debido a su mayor peso vivo (linea seleccionada por velocidad de crecimiento e
indice de conversién) tiene una TO mayor (12,4 frente 10,5y 11,5 para las lineas R,
Ay V, respectivamente P<0.05). También se observaron diferencias en el desarrollo
embrionario para las distintas lineas [MOR/EN (%), BLAST/EN(%)], mostrando la
linea V, un desarrollo embrionario mas temprano que las lineas A y R (46%
BLAST/EN frente a 22% y 2% para las lineas V, Ay R respectivamente, P<0.05).

Si comparamos los resultados obtenidos con la recuperacion de embriones in vivo,
con los resultados obtenidos con la recuperacion post-mortem de embriones para
estas mismas lineas (Lavara et al. 2001), se observa que la tasa de recuperacion
global es semejante (77% frente a 77.4%; 68% frente a 64%; para recuperacion
post-mortem e in vivo en las lineas Ay R).

Tabla 2. Incidencia de la recuperacion in vivo de embriones sobre las
caracteristicas reproductivas futuras de la hembra.

1S (%) NT NV
CONTROL 53%<+7.5 8.8410.25 8.0210.27
(238) (238) (238)
IN VIVO 52%=10.5 8.28£0.35 7.58+0.38
©1) (91) (91)
TOTAL 53%£6.5 8.56£0.21 7.7920.24
(329) (329) (329)

I-S(%): indice intentos-servicios. NT: nacidos totales por parto; NV: nacidos vivos por parto.

No se observaron diferencias significativas entre el indice intentos-servicios (%), NT
y NV, entre los grupos control e in vivo (Tabla 2). Tampoco resulté significativa la
interaccion linea*tratamiento.

De los resultados obtenidos se concluye que la metodologia de recuperaciéon de
embriones in vivo descrita puede ser utilizada para obtener embriones de hembras
que se encuentren en produccion, sin necesidad de ser sacrificadas y sin afectarlas
reproductivamente, lo que implicaria poder obtener un mayor nimero de embriones
(tras varias intervenciones) de un gran numero de hembras teniendo de esta forma
asegurada la variabilidad de la poblacién una vez se produzca su reconstitucion
futura.

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