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Actualmente, la produccion de las razas porcinas, habitualmente llamadas blancas, esta
alcanzando niveles insospechados hace no muchos anos. Nuestro pais, sigue liderando el
censo porcino europeo, junto con Alemania y es dependiente de la exportacion. Hoy en dia,
con la gran experiencia adquirida por la gran mayoria de empresarios de ganado porcino,
existe una alta calidad en la produccion, consiguiéndose no solo buenos datos productivos,
sino unas condiciones de trabajo optimas y unos sistemas de produccion adaptados al
bienestar animal, cuyo fin es mejorar las condiciones de todos los implicados en la

produccion.

1 control de diferentes patolo-

gias en la explotacidn, es

cada vez mayor, siendo mo-

nitorizados los animales que
conforman la renovacion, desde su lu-
gar de origen, durante el transporte v
posterior cuarentena. En la propia
granja, los controles seroldgicos y los
planes vacunales adecuados a cada
zona geogrifica y a cada explotacion,
hacen muy dificil la entrada de nuevas
enfermedades, mejorando a lo largo
del tiempo, la produccion.

En este sentido, fue la implantacién
de la inseminacion artificial, a lo que
nos sentimos orgullosos de haber con-
tribuido alla por los anos 80 y 90, la
primera aplicacion de las “nuevas”™
biotecnologias de la reproduccién, lo
que contribuyd de forma clara y noto-
ria. al desarrollo de la produccién por-
cina en nuestro pafs, con un mayor
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control de las enfermedades y un ma-
yor aprovechamiento del potencial ge-
nético.

Otra de las técnicas reproductivas,
que por diferentes motivos, como la
anatomia de la cerda o la propia capa-
cidad de reproduccién, no se ha desa-
rrollado lo suficiente y por tanto su
aplicacién no se ha implantado, es la
transferencia de embriones. A diferen-
cia con el ganado vacuno, donde es
mas habitual, bien por la anatomia del
aparato genital de la vaca, bien por te-
ner un periodo de gestacion mas largo
y menos productivo que la cerda, el
caso es que en el ganado porcino la
aplicacion de la transferencia de em-
briones ha estado limitada a la experi-
mentacion. Bien es cierto, que al no ser
requerida por el ganadero, las investi-
gaciones tampoco han sido muy ex-
haustivas y por ello, quedan temas por

resolver como la congelacién de los
embriones porcinos. Esto limita el
tiempo de conservacion, asi como el
transporte a largas distancias.

No obstante, si que existen medios
de cultivo capaces de mantener vivos a
los embriones durante 3 a 4 dias y en
este periodo de tiempo, hoy en dia, se
podrian transportar incluso entre con-
tinentes, lo que facilitaria el intercam-
bio de genética, abataria los costes y
aseguraria sanitariamente a los dife-
rentes paises donde se llevaran esos
embriones, frente a posibles enferme-
dades que hubiera en el pais de origen
y no en el de destino. Europa se ha con-
vertido en un referente de genética
para los paises asidticos y suramerica-
nos, pudiendo aumentar la demanda si
se pudiera demostrar que la técnica de
transferenciaembrionaria en el ganado
porcino es eficaz.



Las posibilidades de la transferencia de
embriones hoy por hoy estin limitadas
por la propia anatomia del dtero de la
cerda. Al ser muy prolifica, los cuernos
uterinos son largos y tortuosos, lo que
dificulta en gran medida la obtencion
de los embriones por medio de un lava-
do uterino, como se hace en la vaca.
Por tanto, la forma de realizar la obten-
¢ion es por medio de una intervencion
quirtdrgica. Bdsicamente, la técnica
que nosotros utilizamos consiste en:
Sincronizacion del ciclo estral en-
tre la donante v la cerda recepto-
ra.
Induccion del crecimiento folicu-
lar y ovulacién mediante trata-
miento con gonadotropinas.
Recoleccion de embriones del
oviducto.
Seleccion de los embriones segiin
su estado morfoldgico.
Transferencia de los embriones
depositindolos en el oviducto de
la receptora.

En primer lugar, se seleccionan las
cerdas. En las donantes, generalmente
por su valor genético y por su historial
productivo, se tendri en cuenta que no
hayan tenido problemas reproductivos.
Suele ser habitual trabajar con cerdas

con varios partos y que sean de dese-
cho. de tal forma que los ovarios res-
pondan bien al tratamiento hormonal y
después de la intervencion, bien se la
insemina de nuevo para llevar a cabo
una (ltima gestacion, o bien se envia al
matadero. Las cerdas receptoras pue-
den ser cerdas hibridas, sin valor gené-
tico, pero que igualmente no hayan
presentado ningiin problema reproduc-
tivo. Si son cerdas jévenes, nuliparas,
se tendrd en cuenta que hayan alcanza-
do bien la pubertad v que tengan los ce-
los con regularidad.

Una vez seleccionados los anima-
les, han de encontrarse en el mismo
momento del ciclo reproductivo (Ha-
zeleger et al, 2000). Para ello se utiliza
un progestigeno como altrenogest
(Regumate), administrandolo durante
18 dias consecutivos. El efecto que
conseguimos, es que el ovario siga su
evolucién normal, pero cuando se pro-
duce la involucion de los cuerpos lite-
o0s y tienen que comenzar a desarrollar-
se los nuevos foliculos, el progestige-
no frena la secrecion del factor de libe-
racion de gonadotropinas (GnRH) por
parte del hipotalamo y por tanto, frena
la secreciéon de FSH v LH por parte de
la hipdéfisis, inhibiendo el crecimiento
folicular. De tal modo, cuando se supri-

me el tratamiento, comienza de nuevo
la accion de las gonadotropinas sobre
los ovarios y en todas las cerdas co-
mienza el crecimiento folicular al mis-

mo tiempo.

A las 24 horas de la supresion del
progestageno, se administran la gona-
dotropina sérica de yegua preiada
(PMSG) en una dosis de 1.200 a 1.500
UL Es importante que las hormonas se
inyecten intramuscularmente y no se
dejen depositadas en la grasa subcutd-
nea ya que puede influir en su efecto
sobre los ovarios. Entre 60 a 72 horas
después, se administra la gonadotropi-
nacoriénica, cuya accion es la de indu-
cir la ovulacién de los foliculos previa-
mente formados. Generalmente se uti-
liza lamitad de Unidades Internaciona-
les que las utilizadas con la PMSG.

Desde el momento que se induce la
ovulacion, comienza la formacion del
cuerpo liteo y por tanto la secrecion de
progesterona. Si se provoca un desfase
entre la cerda donante y la receptora, el
embrion cuando llega al nuevo ttero,
se encontrard un ambiente correspon-
diente con su edad y son los propios
embriones, los que con sus secrecio-
nes, ayudan a crear el ambiente uterino
adecuado a su estado de desarrollo. Si
ambas cerdas estuvieran en el mismo
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TRANSFERENCIA DE

momento reproductivo, el embrion
transferido, encontraria un ambiente
uterino algo maduro, va que su desa-
rrollo se ha ralentizado en el transcurso
de la operacion (Stroband v Van der
Lende, 1990).

En la técnica que nosotros emplea-
mos, llevamos a cabo un desfase de 12
horas entre la cerda donante y la recep-
tora. Esta diferencia la conseguimos
administrando a las cerdas receptoras
la gonadotropina coridnica 12 horas
después que a las donantes. De esta
manera, la ovulacién se produce mas
tarde en la cerda receptora y por tanto
la formacion de cuerpos liteos y la
consecuente secrecion de progestero-
na, que es la hormona encargada de
proteger la gestacion.

TECNOLOGIA

obtencion, bajo nuestro criterio, es de
una mayor manipulacién y un mayor
riesgo a la formacion de adherencias
post-quiridrgicas, por lo que preferi-
mos realizar una técnica con menor
impacto para el aparato genital.

Intramvuonr .
inLervencion

En este caso describimos la técnica de-
sarrollada con cerdas Ibéricas como
donantes (Foto 1) y cerdas Duroc
(Foto 2) como receptoras. Las imége-
nes nos permiten seguir los pasos des-
critos a continuacion. Los animales
preparados para la intervencion quirtr-
gica, es decir, en ayunas 24 horas y sin
administrarles liquidos al menos du-

Con la técnica propuesta, se puede realizar la

transferencia de los embriones in situ, de forma

sencilla, sin abordar en exceso el aparato genital

de la cerda, pudiendo una misma donante ser

utilizada hasta 4 6 5 veces

A las 24 y 48 horas de haber admi-
nistrado la gonadotropina coriénica a
las cerdas donantes, se realiza la pri-
mera y segunda inseminacion artifi-
cial. Posteriormente, segiin el estado
de desarrollo con que se quieran obte-
ner los embriones, se realizard la inter-
vencion quirtdrgica. En este caso, va-
mos a describir la obtencion de los em-
briones en los primeros estadios de de-
sarrollo, es decir, de una y dos células,
para poder recogerlos desde el oviduc-
to. Los embriones con un desarrollo de
4 c€lulas, pasan al titero y el sistema de

18/

rante 6 horas, se les administra un tran-
quilizante via intramuscular, que en
este caso es azaperona (Stresnil). Pasa-
dos al menos 15 minutos y observando
al animal, procedemos a la canulacién
de una vena marginal de la oreja, don-
de administramos una combinacion de
xilacina con ketamina. Con esta anes-
tesia, podemos mantener al animal
anestesiado unos 30 a 40 minutos, lo
que nos permite realizar la interven-
cion sin problemas.

Una vez dormido el animal, proce-
demos a su colocacién en dectibito su-

pino, lavando y desinfectando todo el
campo operatorio (Foto 3). La técnica
utilizada es por medio de laparotomia
media, incidiendo a la altura del dltimo
par de mamas (Foto 4) teniendo en
cuenta la presencia de las venas mama-
rias. Segun la edad del animal, estas
venas serdn mds o menos importantes,
por lo que se decidira sobre la marcha,
si es conveniente ligarlas antes de inci-
dir. En el caso de ser un animal joven,
estas venas no estin muy desarrolladas
y puede incidirse de forma roma. A
continuacion se atraviesan las distintas
capas anatomicas e, incidido el perito-
neo, se localizan los cuernos uterinos y
realizando un deslizamiento de los de-
dos, se llega hasta el oviducto y el ova-
rio.

El ovario, puede haber no reaccio-
nado al tratamiento y en ese caso pre-
sentard foliculos desarrollados, pero
sin haber llegado a ovular (Foto 5).
Esto puede ocurrir por diferentes moti-
vos, aunque en muchos casos, como ya
hemos sefalado anteriormente, por
una mala administracién de las hormo-
nas. En general, la reaccién suele ser
con un alto nimero de ovulaciones
(Foto 6). Una vez comprobado el esta-
do del ovario, se procede a la localiza-
cion de la fimbria y la desembocadura
del oviducto, por donde se introduce
una cianula unos 8 cm y es fijada desde
el exterior (Foto 7). El siguiente paso,
es la localizacion de la unién ttero-tu-
bdrica y con ayuda de un trocar pene-
tramos desde el titero en el oviducto
(Foto 8). Se utiliza un trocar con el fin
de provocar un pequeiio punto hemo-
rrdgico y que cicatrice rdpidamente. Si
se utiliza una aguja biselada, el corte es
muy limpio y suele haber dificultad
para cicatrizar. Dispuesto de esta ma-
nera, se hace un lavado con 20 ml de
PBS (Foto 9), con el que se arrastran
contracorriente los embriones ubica-
dos en el oviducto. Para ello, se coloca
una placa de Petri en el otro extremo de
la cinula de silicona (Foto 10) la cual
una vez llena, se traslada hasta una es-
tufa o bien, una placa calefactora a 37



°C. El lavado del oviducto, se realiza
dos veces, recogiendo cada lavado en
una placa diferente.

A continuacion se extrae la cinula
del oviducto y se realiza la misma ope-
racion en el otro oviducto para poste-
riormente, una vez realizados los dos
lavados, proceder a la reubicacion del
titero en la zona abdominal y suturar
los diferentes planos anatémicos. En
primer lugar, se realiza una sutura con-
tinua del peritoneo, junto con el plano
muscular, para lo que utilizaremos cat-
gut del nimero 2 (Foto 11) y una se-
gunda sutura con el mismo material, de
la capa muscular subcutdnea. Por lti-
mo, la piel y el tejido subcutineo, con
seda del nimero 2, dando puntos sim-
ples, previniendo el posible roce con el
suelo.

Una vez que tenemos las cuatro
placas de Petri a 37 °C (Foto 12), pro-
cedemos a la localizacion de los em-
briones, con ayuda de un microscopio
estereoscopico o lupa. Hay que tener
en cuenta, que al lavar el oviducto, se
arrastran muchas células de descama-
cion y el campo suele ser sucio. La
ventaja de los embriones de porcino, es
que tienen una buena capa de lipidos,
lo que permite facilmente su localiza-
cion (Foto 13). En este momento, se

van seleccionando por su estado mor-
foldgico y se pasan a otra placa de Pe-
tri mds pequeda y con un medio de cul-
tivo limpio. Es ahi donde se visualizan
a los maximos aumentos, para deter-
minar, en los embriones de una sola cé-
lula, si hay espermatozoides en su zona
pelicida, que serd lo que nos indique
que ha podido haber fecundacion.

La intervencion para realizar la trans-
ferencia de los embriones recogidos
con anterioridad, procede de la misma
forma que la anterior. En este caso, la
cerda receptora, como ya hemos indi-
cado anteriormente, suele ser una cer-
da joven, incluso nulipara, lo que re-
presenta unos ovarios pequefios y con
pocos puntos de ovulacion. pero por lo
general suficiente para llevar adelante
la gestacion de los embriones transferi-
dos. La preparacion del animal, aneste-
sia y colocacion en la mesa de opera-
ciones, se realiza de la misma manera
que para la donante. La incision es en
el mismo lugar, es decir, por laparoto-
mia a la altura del dltimo par de mamas
(Foto 14). Una vez localizado el ova-
rio, se comprueba el efecto de la gona-

dotropina coriénica y se observan los
puntos de ovulacion (Foto 15). Esto es
importante, ya que de no haber habido
ovulacion, no se formardn los cuerpos
liteos y no se podrd utilizar esa cerda
como receplora.

A continuacion, se localiza la fim-
bria (Foto 16) y el punto de abertura
del oviducto. Mientras tanto, los em-
briones seleccionados, se recogen di-
rectamente de la placa de Petri, con
ayuda de una cdnula fijada en una je-
ringa de insulina. Una vez recogidos,
esta canula, se introduce por el oviduc-
to desde la fimbria, unos 8 ¢cm (Foto
17) y se depositan con ayuda de la je-
ringa (Foto 18). Se comprueba en la
lupa que no ha quedado ningin em-
brion en la canula y a continuacién se
procede a la sutura, de igual forma que
con la donante.

Con esta técnica, se puede realizar
la transferencia de los embriones in
situ, de forma sencilla, sin abordar en
exceso el aparato genital de la cerda,
pudiendo una misma donante, ser utili-
zada hasta 4 6 5 veces, dependiendo
mucho. de la limpieza con que se lleva
a cabo la intervencion, para no provo-
car adherencias. Los resultados obteni-
dos hasta ahora son muy prometedo-
res, con un 60% de cerdas receptoras
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paridas. Igualmente, con los medios de
cultivo actuales, se pueden trasladar
los embriones a otro lugar alejado del
punto de obtencién de los mismos, y
teniendo al grupo de receptoras prepa-
rado para la transferencia, llevarla a
cabo, tal y como se ha descrito.

Como hemos comentado anteriormen-
te, pueden recogerse los embriones del
titero. En este caso, se recogen en esta-
dios de morula a blastocisto, siendo
mds resistentes, lo que supone un ma-
yor potencial para obtener mejores re-
sultados. En la actualidad hay distintos
grupos de investigacion trabajando en
técnicas de obtencién por medio de la-
paroscopia (Briissow, K.P. comunica-
cidn personal).

En cuanto al almacenamiento de
los embriones, hay muy pobres resul-
tados en la congelacion de los embrio-
nes de porcino. Si bien puede ser la
capa de lipidos la responsable de estos
malos resultados, se ha trabajado eli-
minando esta capa y posteriormente
transfiriendo los embriones, pero solo
puede llevarse a cabo en casos muy
particulares, como con embriones
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transgénicos, ya que no es ficil tener
los medios para realizarlo, ni compen-
sarfa econOmicamente si se piensa en
la aplicacion de esta técnica.

En los ultimos anos se ha descrito
una nueva tecnologia de congelacién,
llamada vitrificacion (Berthelot er al,
2003). Basicamente, consiste en intro-
ducir a los embriones en un medio con
una alta concentracion de crioprotec-
tor, durante unos minutos, recoger los
embriones con una cantidad minima
de liquido en una pajuela muy finae in-
troducirlos lo mds ripidamente posible
en nitrégeno liquido. Debido a la alta
velocidad de enfriamiento y a la alta
concentracion de crioprotector, los
embriones no se danan por los cristales
de hielo. Hasta el momento hay muy
pocos resultados con esta tecnologia,
que sin duda hay que seguir investigan-
do.

En cuando a la propia transferencia
de los embriones, ademis de por via
quirdrgica, depositandolos en el ovi-
ducto o en el ttero, segiin el estado de
desarrollo, puede evitarse la cirugia
completa, realizindose por laparosco-
pia. Igualmente se estdn desarrollando
diferentes sistemas para poder deposi-
tar los embriones por via vaginal, sin
necesidad de anestesiar a la cerda re-

ceptora. El inconveniente en este caso,
es que los embriones hay que deposi-
tarlos en el primer tercio del dtero, lo
cual significa atravesar cerca de un me-
tro de longitud del cuerno uterino. En
este caso también significaria que la
cerda tiene el cervix cerrado y es nece-
sario un gran esfuerzo, atravesarlo
para posteriormente profundizar hasta
el punto mis idéneo.

Esto deja abierta la puerta a la in-
vestigacion de nuevos métodos, para
adaptar esta técnica a las necesidades
de la produccién porcina actual, estan-
do seguro que antes o despucs, empe-
zard a utilizarse, permitiendo el trans-
porte de embriones entre paises, abara-
tando costes y mejorando el potencial
genético de forma mas ripida y segura.
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