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RESUMEN

Se pretende reconstituir la generacion 15 de
una linea seleccionada por aptitud maternal,
cuyos embriones fueron vitrificados en 1993. Un
total de 404 embriones pertenecientes a 44
dotaciones de hembras distintas y de 17 machos,
fueron desvitrificadas y transferidas para la
reconstitucion de la poblacion. La eficacia global
del programa de conservacién al nacimiento fue
del 34 p.100 (136/404) y con respecto al nimero
de gazapos a los 63 dias del 26 p.100. Se obtuvo
descendencia del 88 p.100 de los machos y del
68 p.100 de las hembras. Este nimero de indivi-
duos fue suficiente para reconstituir la pobla-
cion.

SUMMARY

The aim of this work was the reconstitution
of 15" generation from a maternal line, vitrified in
1993. Four hundred four embryos belonging to a
44 different females and 17 males were thawed
and transferred. Total efficiency of cryopre-
servation program at birth was 34 p.100 (136/
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404) and at 63 days after birth was 26 p.100. The
offspring of the males and females were 88
p.100 and 68 p.100, respectively. The number of
rabbits was enough in order to re-establish the
population.

INTRODUCCION

En la actualidad existen diferentes
proyectos sobre la conservacion de
los recursos genéticos en conejo (Bolet
et al, 1996). El primero de ellos, pre-
tende la conservacién de lineaslocales
de conejo de distintos paises Medite-
rraneos, en el segundo, varios paises
europeos se encuentran trabajando en
el programa denominadmventory,
characterization, evaluation, con-
servation and utilization of european
rabbit genetic resourcesEstos pro-
yectos pretenden tanto conservar va-
riabilidad genéticay mantener flexibi-
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lidad para poder adaptar la produccién nario de mérula (42-60 p.100, Kaséi
a futuras exigencias de mercado o al., 1992, Vicente y Garcia-Ximénez,
condiciones de explotacion como la 1996, Jolyet al,, 1996).
conservacion por razones culturales o Enlos ultimos siete afios, el Depar-
sociales. La eleccion de la metodolo- tamento de Ciencia Animal de la Uni-
gia de conservacioim situ o ex situ  versidad Politécnica de Valencia ha
estara determinada por la poblaciéon y constituido un banco de embriones y
porlapresidény condiciones ambienta- semen de conejo para sus lineas selec-
les que generan las actuales necesidacionadas. Actualmente se estan des-
des de produccion. congelando algunas de las generacio-
La conservaciomx situen conejo  nes de seleccién guardadas con el fin
es posible ya que se disponen de méto-de obtener una poblacién control que
dos de crioconservacién para évulos, permita evaluar la ganancia genética
semen y embriones. No obstante, to- obtenida en estos afios. La propuesta
dos ellos presentan determinadas limi- de este trabajo es mostrar la eficacia
taciones y la metodologia a utilizar en la reconstitucion de una de las li-
dependera de la poblacion a conser-neas, lineaV, expresada como porcen-
var. La recuperacion de 6vulos o em- taje de animales de la poblacién origi-
brionesin vivo en conejo implica ne- nal de los que se ha recuperado des-
cesariamente la asistencia laparos-cendencia.
cbpica y la realizacion de una
laparotomia, o el sacrificio de la hem- )
bra. La crioconservacion de los 6vulos MATERIALYMETODOS
y su fecundacion posterior implica la
conservacién de semen y en conjunto ANIMALES
ofrece unos bajos porcentajes de su- Los embriones crioconservados
pervivencia (6 p.100, Diedricét al,  pertenecen a la generacion 15 de la
1986). Lareconstitucion de una pobla- linea V. Esta linea de aptitud maternal
cion es posible a partir de semen con- esta siendo seleccionada desde 1984
gelado mediante sucesivos cruces poréen lagranja experimental de la Univer-
absorcion. De un lado, la facilidad con sidad Politécnica de Valencia por el
la que pueda ser recogido del sementamafio de camada al destete, em-
(razas domesticadas o no) y de otro la pleando la metodologia BLUP para la
elevada variabilidad observada en el evaluacion genética de los aparea-
éxito a la congelacion determinaran la mientos (Estangt al, 1989). El ori-
eleccién de esta metodologia. La gen de esta linea es sintético y en la
crioconservacion de embriones es el actualidad se encuentra en la genera-
método mas directo de conservar una cion numero 22.
poblacion genotipo, sin embargo, todos
los procedimientos de crioconservacion RECUPERACION DEEMBRIONES
(congelacién o vitrificacion) se han Las hembras de la linea V al final
desarrollado sobre lineas comerciales del proceso de seleccion genética (méas
y, en todos ellos, los mejores resulta- de tres partos) fueron montadas por
dos se obtienen en el estadio embrio- machos de la misma linea y genera-
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cion. Las hembras fueron sacrificadas DESVITRIFICACION

70-72 horapost-coituny perfundidos Los embriones fueron desvitri-
los oviductos y cuernos uterinos con 10 ficados en un bafio de agua a 20°C.
ml de tampoén fosfato de Dubelcco Posteriormente, lafraccion central fue
(DPBS). Los embriones recuperados vertida en 0,8 ml de una solucion 0, 33
fueron catalogados en base a criteriosM de sacarosa en DPBS, tras 5 minu-
morfoldgicos, considerandose embrio- tos, los embriones fueron lavados dos
nes normales aquellos embriones enveces en DPBS.

estadio de morula compactada o

blastocisto temprano que presentaban TRANSFERENCIA

una masa de células homogéneay nin- Las hembras receptoras pertene-
guna anomalia en la cubierta de mucinacian alalinea V (generacion 22), éstas
y zona peliicida. Los embriones nor- fueron inducidas a ovular con 0,8 mg

males fueron lavados en DPBS antes de acetato de buserilina (Hoescht) 60
de iniciar el proceso de vitrificacion. horas antes de la transferencia. La

transferencia de los embriones
VITRIFICACION desvitrificados de una hembra donante

Los embriones recuperados de cadaS€_realizo por laparotomia a nivel
hembra donante fueron vitrificados ©Vviductal.
seguln el procedimiento descrito por
Vicente y Garcia-Jiménez (1996). El CONTROLESREALIZADOS

procedimiento consta de dos etapas., 112s el parto de las hembras trans-
En la primera, los embriones permane- feridas se contabilizaba el nUmero de

cieron durante 2 minutos a 20°C en una 382aP0S Vivos y muertos. A los 28 dias
solucién que contenia un 10 p.100 (v/v) 9€ €dad los gazapos eran destetados y
de suero de coneja + 12,5 p.100 de se trasladaban a la nave de engorde. El

dimetilsulfoxido +12,5 p.100 de engorde tenia lugar en jaulas colecti-
etilenglicol en DPBS En la segunda vas de 9 animales durante 5 semanas.

etapa, los embriones fueron expuestosgr;aaggadde O(I:nggdze contabilizaba el
alasolucion de vitrificacion durante un '

minuto a 20°C (10 p.100 de suero de

coneja + 20 p.100 de dimetilsulfoxido RESULTADOS Y DISCUSION

+20 p.100 de etilenglicol en DPBS).

Los embriones de una hembradonante | 3 media de embriones vitrificados
en la solucion de vitrificacién (4 aleé por hembra fue de 9,2 sin haber reali-
embriones) fueron cargados en la frac- zado ningtn tratamiento de superovu-
cion central (0,1 ml) de una pajuela de |acidn sobre ellas. Dichos tratamientos
inseminacion de 0,25 ml (IMV), aam- podrian ejercer un efecto negativo so-
bos lados de esta fraccion y separadosbre la calidad de los embriones recupe-
por aire se situaron dos fracciones de rados y también podria aumentar el
DPBS. Las pajuelas fueron cerradas nimero de hembras de las que no se
conunjunquillo de plasticoy sumergi- recuperan embriones (Garcia-Ximénez
das en nitrégeno liquido. y Vicente, 1990; Schmidt al., 1992).
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Tabla I. Eficacia del proceso de criocon-
servacion y transferencia de embriones de
la generacion 15 de la linea ¥fficiency of

the cryopreservation and embryo transfer in the

15" generation of the V line).

Numero Media Méaximo -Minimo
EV 404 9,2 16-4
ED 378 8,6 13-4
ET 357 8,1 13-4
NT 151 4,6 10-2
NV 136 4,3 8-1
N28 119 3,8 8-1
N63 106 3,5 8-1

EV.- Namero de embriones vitrificados. ED.-
Numero de embriones desvitrificados. ET.- NU-
mero de embriones transferidos. NT.- Nimero de
gazapos nacido totales. NV.- Nimero de gaza-
pos nacidos vivos. N28.- Numero de gazapos
destetados a los 28 dias de edad. N63.- NUmero
de gazapos a los 63 dias de edad.

dafiados perdiendo incluso su integri-
dad morfolégica. En segundo lugar,
como consecuencia del propio devenir
de la gestacion y parto, en el que
determinados embriones implantados
o fetos no se desarrollaron a término y
por ultimo problemas al parto que de-
terminaron la pérdida de fetos desa-
rrollados. En transferencias con em-
briones no crioconservados el porcen-
taje de nacidos vivos se sitla entre el
50 y 60 p.100 (Vicente y Garcia-
Ximénez, 1991), en esta experienciael
porcentaje en relacidn con los transfe-
ridos fue del 38 p.10Qtabla I). La
elevada mortalidad al parto (10 p.100)
y la elevada mortalidad durante la eta-
pa de lactacion y engorde (22 p.100,
30/136tablal) han reducido notable-
mente el nimero de efectivos para la
reconstitucién de la poblacion. No obs-
tante, la confluencia de factores sani-

tarios negativos sobre las hembras re-
ceptoras y sobre el engorde de los
_ _ gazapos pueden y deben ser evitados
Asi, Garcia-Ximénezy Vicente (1990) en posteriores experiencias. Asi por
yJolyetal.(1996) tras la aplicaciénde ejemplo Cifre (1997) utilizando esta
un tratamiento de superovulacién no misma metodologia obtuvo una efica-
obtuvieron embriones de un 37 p.100 cia del 47 p.100 al nacimiento y de un
(eCG) y un 30 p.100 (FSH) de las 43p.100a63diasy en el transcurso de
hembras, respectivamente. El nimero su experiencia, las hembras y el engor-
maximo y minimo de embriones por de de la granja no tuvieron que ser
dotacion fue de 16 a 4, respectivamen- tratadas para paliar trastornos digesti-
te (tabla I). VOS.

La eficacia del programa de con- A pesar de lo expuesto, el numero
servacion al nacimiento fue del 34 p.100 de animales y la representacion de
(136/404) y en relacion con el nGmero origenes fue suficiente para reconsti-
de individuos que alcanzan los 63 dias tuir la poblacién. Al final del periodo de
de vida es de tan solo el 26 p.100 (106/ engorde, que se corresponde con los
404). Esta baja eficacia fue condicio- 63 dias de edad, se obtuvieron un total
nada, en primer lugar por el propio de 52 machos y 54 hembras.
proceso de vitrificacion-desvitri- Se recuperaron 17 origenes de
ficacion (357/404, 88 p.100), en el que macho con una media de 2,6 dotacio-
un 12 p.100 de los embriones resultan nes/macho siendo el maximo 6 dota-
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Tabla Il. Representacién por sexos de la
generacionl5s de la linea V en el banco de
embriones y después del proceso de
vitrificacion. (Sex representation of the 15t
generation of the V line in the embryos bank and

after the vitrification process).

TR TNT TNV TND TNS
Machos 17 15 15 15 15
Hembras 44 33 32 31 30

TR= Total de reproductores con representaciéon
enelbancode embriones. TNT=Total de reproduc-
tores con representacion en nacidos totales.
TNV= Total de reproductores con representa-
cion en nacidos vivos. TND= Total de reproduc-
tores con representacion en nimero de deste-
tados. TNS= Total de reproductores con repre-
sentacién en nimero de gazapos a los 63 dias.

ciones por macho y el minimo 1 dota-
cién por machdtabla Il) . Por tanto,

machos con coeficiente de parentesco
minimo entre ambos (Villanueva y
Simm, 1994). EI 68 p.100 (30/44) de las
hembras recuperadas llegaron a tener
descendencia a las 9 semanas de vida
en la generacion siguiente mientras
que enlos machos el porcentaje fue del
88 p.100 (15/17).

En estos momentos, 46 hembras y
15 machos procedentes de embriones
vitrificados se encuentran en produc-
cién. Para evitar el posible efecto de
las técnicas reproductivas empleadas,
en lavida productiva de las hembras y
aumentar el tamafio de la poblacion, es
conveniente trabajar también con los
descendientes de los individuos
crioconservados (Smith, 1977; Cife
al., 1999)
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