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egún los datos puhlicados por el MAPA en 2(>O2,
actualmente, España ocupa el scgundo lugar en
cuanto a efectivos porcinos de la UE con un total
de 22.418.000 cabezas, representando del 18.(kl% de
la UE, siendo el primer país Alemania. En relación
a la producción de carne de porcino, España repre-
senta el 16,OB% del total de la t1E.

Las explotaciones de ganado porcino han experimentado una
gran evolución cn los últimos años, dando lugar a camhios pro-
fundos en los distintos parámetros que
intervienen en el proceso de produc-
ción. En nuestra opinión, estos cambios
sc centran en tres puntos:
• Productividad, optimizar las condicio-

nes y eficiencia de la producción y
mejora del producto final.

• Sanidad, mediante la limitación de
capacidades en las cxplotaciones y
medidas de aislamiento dc las mis-
mas, disminuir la incidencia de enfer-
medades en las explotaciones porci-
nas, reduciendo los graves efectos
económicos que se derivan de las
mismas.

• Medio-ambiente, preservar los recur-
sos naturales previniendo los posibles
efectos negativos yue pueda generar
la ganadería intensiva.
En el sector porcino, se hace evi-

dente cl desarrollo e incorporación de
nuevas tecnologías que inciden tanto en
la productividad como en la sanidad
animal. Estas técnicas se aplican en el
área de la reproducción denominán-
dose, Tecnologías de Reproducción
Asistida (TRA ).

A la hora de enumerar o describir
Recogida de embriones.

Congelación de semen

Esta técnica permitc:
I. Rcntahilizar los reproductores de gran valor ^cnético.
2. Establecimiento de hancos dc scmcn yuc asc^urcn la ^ Ĵcti-

vidad normal dc una granja cuando cxistan situaciun^s dc
prohihición dc movimiento de animales y scmcn.

Hoy en día, la utilización de semcn congclado sc limita ^ Ĵ
pro^.;ramas de mejora gen^tica.

Sexaje de espermatozoides

Es indiscutiblc cl inlcrrs yue gcncra para I^ Ĵ producciún ani-
mal, cl podcr determinar cl sexo dc la progcnic. Actu. Ĵ Im^nt^,
el único método cfcctivo yuc ha pudido rcpctirsr cn difcrcntcs
laboratorios y con un alto porccntajc dc purua cn la scpara-
ción ha sido la citometría de flujo. Esta trcnica sc hasa rn las
diferencias existentcs en la cantidad total dc ADN cnU^^ lus
espermatozoide X c Y, (M^ Ĵ rtíncz E., et al., I^)^)9).

Yara podcr < Ĵplic^ Ĵ r ^slas t^cnicas sc
ncccsita la avuda dc otras cumplcmcn-
tarias. Nos estamos rcl^iricndo a la t^c-
nica de aplic Ĵci<ín dc las dosis s^mina-
Ics, inscminación artificial (In). nl
mrtodo tradicional d^ inscminación
(3.(>(Nl x I(P' dc rspcrmalozoidcs/dusis)
sc han s^unado dos nucvas trcnicas
yuc permitcn dcpositar rl s^m^n ccrca
dcl lugar dc la f^cundación: la inscmi-
nación postccrvir^ Ĵ I ( LlN)ll ó ^(1O x I(7'
dc cspcrmatozoidcs/dosis) y la inscmi-
nación intrautcrin^t profunda (I^U x I(r'
dc csperntalozoidcs/dosis). L^ Ĵ prescn-
cia dc ^stas nucvas trcnicas suponcn
para la producción porcina una f^n-ma
dc optimizar la pruductividad dc los
vcrracos dcstinados a la IA.

Transferencia de embriones
(TE)

La trans(crcncia dc cmhrioncs en ^I
^^anado purcino rs una t^rnir, Ĵ donde
sc van ohtcnicndo r^sultados ac^pta-
hlcs tanto cn supr Ĵvivcncia cmhriona-
ria como cn ^^cstacicín. Su aplicaci<ín
tanto contcrcial como en pro^^rantas d^

mejora genética cs aún limitada. EI dcsarrollo dc la "Í'f: ^s fun-
damcntal para la aplicación dc nucvns tcrnulo^^ías.

Un Ĵ^ de los prohlcmas que nos cnconU^amos en la con^cla-
ción de emhriones porcinos cs la haja viahilidad dr los mismos
una vcz sometidos a dicho prcxeso. h Ĵ p Ĵincipal rausa la u Ĵcon-

estas técnicas dehemos tener en cuenta la naturaleza del mate-
rial biológico empleado (espermatozoides u ovocitos). Por lo
tanto, podemos considerar tres puntos centrales: la congelación
de: semen, sexa.je de espermatozoides y la transferencia de
embriones.
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Técnica quirúrgica de recuperación de embriones

Laparotomia por línea media

Exteriorización del aparato genital y fijación de cánulas

tramos en yue }os embriones de porcino son extremadamente
sensibles al descenso térmico. La vitrificaciGn representa una
alternativa para minimizar los daños asociados al proceso de
congelación (descenso térmico y la formacicín de cristales de
hiclo). EI desarrollo de esta técnica puede favorecer entre otros
puntos:
• Aumento de la producción de animales de alta calidad gené-

tica, implicando una mejora de la poblacion porcina.
• Desarrollo de programas de cnvamiento enlre variedades y

líneas puras orientado a la producción de hembras híbridas
destinadas a explotaciones de multiplicacibn, aprovechando
el vigor h Ĵhrido de la heterosis.

• Alternativa para la conservaciGn de razas autóctonas.
• Creación de unidades de conservación de embriones como

defensa ante posibles agresiones sanitarias.
Con la realización de este artículo queremos mostrar las acti-

vidades que venimos desarrollando tanto en la obtenci^n de
embriones como en la vitril^icacicín de los mis Ĵnos. En primer
lugar, describiremos los protocolos quc hemos utilirado cn la
sincronización de animales v técnica utilizada para la recupera-
ción de embriones. En segundo lugar, explic^^remos la t^cnica de
vitrificación y resultados quc hemos obtenido hasta el momento.

Sincronización y wperovulación

Hemos trabajado con ccrdas de rwa Duroc (1(>2 animales) y
20 animales del cruce Large White (LW) x Landrace (LD). La
principal característica de la raza Duroe es su rusticidad. Por lo
tanto, una caractertstica marcada es su baja prolilicidad, en com-
paración con las razas o cruces utilizados convencionalmente
en la producción porcina.

En relación al primer apartado, sincronización y superovula-
ción. EI objetivo que nos marcamos fue determinar el efecto

que ejercen las gonadotropinas excígcnas sohre la actividad ová-
rica en cerdas de raza Duroc.

Dc los 102 animalcs utilizadus en la cxpcricncia, tuvimos
que dcsechar un total dr 22 ccrdas que ronstituycn un 22'%,
por diversos prohlemas (poliquística, endomctritis). Dc las 2(1
hemhras LW x LD, 4 no respondieron al U^atamicnto lu yur
representa un 2U`% del total.

Dc ayuí. podemos sacar una primcra conrlusi^ín: cn I^ Ĵ plani-
ticacibn de prugramas para ohtencr cmhrioncs p^idcmus ^spcr Ĵ r
un 2O% de animales yuc no respondan al tr. Ĵ tamicnto por
diversos motivos.

EI tra[amiento de sincronizacií>n _v superovulacicín par^ Ĵ tud^>s
los animales fue:
• Altrenogest: Durante I^ días.
• PMSG 125O UI: A las 2^1 horas fin del altrcnugcst.
• hCG 750 U1: ^3-96 horas de la PMSG.

En hembras dc raza Duroc sc compararon ruaU^u grupus dc
animales:

Cuerpos lúteos Quistes
Cerdas nulíparas cn cclo natural ................. 11 ^) .................. O.-l
Cerdas nulíparas tratadas ............................... 1^).(^ .................. I,5
(PMSG 1.25U U.l. hcg 75O)

Cerdas multíparas en celo natural ............... 12.5................... O,57
Cerdas multíparas ............................................. 2(1,^................... U.tii
(PMSG 1.250 U.I. hcg 75O)

Los resultados mostraron yue al aplicar un prutocolu d^
superovulación se aum^ntcí la respuesta de rucrpos lútcos (CL)
en las cerdas tratadas en comparación a las de cclo natural,
(Higucra Miguel, et al., 2(l(>2).

EI porcentaje de embriones recuperados cn cerdas dc rara
Duroc y que pucden scr proccsados por tcncr un dcsarrollo
óptimo fué:
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Porcentaje de embriones
Ccrdas nulíparas en celo natural ............................................... 75,(^^)
('crdas nulíparas tratadas ............................................................. 95,45
(PMSG 1.250 U.I. hcg 75U)

C'crdas multíparas cn celo natural ............................................ 64,12
Cerdas multíparas ............................................................................. 7^,4
(PMSG 1.250 U.I. hcg 75U)

Estos porcentajes indican que la sincroniración acorta el
pcriodo de ovocitación haciendo más rentahle la t^cnica de
vit^ificación al ohtener un mavor número de embriones en el
estadio de desarrollo que se requierc; para ser procesados
(Higuera Migucl, et al., 2(X)2).

En las cerdas hlancas, de los 20 animales incluidos en la
experiencia sGlo se pudicron utilizar 16, lo yue representa un
KO% de respuesta al tratamicnto. EI total de cmbriones rccu-
perados en el presente trahajo fucron:

Tutal de embriones
Cerdas duroc. HO animales ........................................................... 1.U21
Cerdas multíparas cruce (LW-LD). 16 animales ...................... 31U

Por lo tanto, se pudo comprobar como se mantienc la icn-
dencia en cuanto a la prolificidad, aún realizando protocolos
de sincroniración v supcrovulación, comparando la rara
"hlanca" con la raza Duroc:

Número de embriones/cerd^
Crucc (LW-LD) ............................................................................... 19.32;
[ )uroc .................................................................................................. I ?.7(^

Para finalizar este apartado dircmos yue hcmos trahajado
en la determinación del momentu ovocitacicín por ccografía.
De esta manera, se pueden reduci Ĵ- notablcmentc los costes de
obtencibn de cmbriones al poder determinar aquellas cerdas
yue no responden al tratamiento, evitando la intervención yui-
rúrgica.

La recogida de los emhriones sc rcaliza básicamente
siguiendo la técnica descrita por Martín Rillo et al. en 1^)ti5,
habiéndose realizado algunas modificaciones. Normalmente se
realiza la interveneión el 5° día deshués de la IA.

Las fases que comprendc esta t^cnica las podemos resumir
en (ver fotos pag. 22):
1. Anestesia: 4 mg tiletamina + 0,02 mg etomidina + 0.(I4 mg

atropina/kg de pcso vivo. Se aplica por vía intramuscular e
intravenosa. Otra alternativa a esta anestesia cs la utilización
de ketamina/xilacina yuc reduce notablementc los costes de
la operaci6n.

2. Limpieza y desinfccción de la zona yuirúrgica.
3. Laparotomía media ventral entrc los dos pares caudales de

mamas.
4. Incisi6n en la línca alba.
5. Localización v exteriori^ación dc útero. ovarios v determina-

Recuento de cuerpos lúteos.

cicín del númcro de cucrpos lúteos.
6. C'olocaci^ín dc clamps a unos 3O cm de l^ Ĵ uni^ín utcro-tuhá-

rica. Incisi6n roma cn cl cuerno utcrino c inscrci^ín dr una
c^ínula c{uc facilita la salida dc líyuido yuc sc rccu^c cn tuhos
falcon. Fijaci^ín de una guía en cl oviducto para introducir
unos 3O ml la solucion de lavado cst^ril a^7 "(', (1'RS, huffrr
lOS(atad^l elcallnil).

7. Sc realira un magrcado dcsdc cl oviducto hacia la husiri^ín
donde sc cncucntra fijada la cánul^ Ĵ , con cl fin dc yuc lus
emhrioncs quc hucdan cncontrarse rn cl uviducto _v ccrca
de la uniGn utcro-tuhárica scan dcs^lazados.

H. Los emhriones rccogidos en cl líyuido dc lavado sr intr<^du-
ccn en una estufa a 37 °C.
Sc rcpitc la opcraci^^n cn el otro cucrno utcrino.

Vitrificación de embriones
En relacibn al segundo apartado correspondientc a la viU-ifi-

cación de cmbriones, comenzaremos caplicando dicha t^cnica
si^uicndo cl protocolo dcscrito hor pohr Ĵ nskv (vcr tiitos).

EI proceso de vitrificación

Se Ileva a cabu mediante la incuhación d^ los cmhrion^s cn
medios quc contirncn distintas conccnU^acionrs dc I3S^ v dc
gliccrol, con 1 5 µl dc citocalasina-h. cn una hlaca dc cultivo dc
4 pocillos. Todo cl procesu sc rcali^a a una tcm^cralura dc 2^
°C:

Medio Berrt: En el ccntro dc la ^laca dc cultivu, lus cmhrio-
nes son lavados tres vcccs. Incuhar dw^antc ^ minutos.

Medio Bevm (h`%, dc F3SA): lavar tres vcccs. Incuhar du-
ranlc ^ minutos.

ESTAD IaS EMBR I^N ARI ^S

DEGENERADO 4BLASTÓMEROS MÓRULA BLASTOCISTO
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Técnica de vitrificación de embriones

Medio ES3a después del lavado los embriones. Incubar
durante l^; minutos.

Medio de lavado: 5O% ES3a y 50% de medio de vitrifica-
ción. Lavar trrs ^^^crs.

Medio de vitriticaci6n: incubar durante 2 minutos.

Envasado en pajuelas

Las pajuelas se rellenan mediante succión del medio de vitri-
ficación con una jeringa de insulina, aproximadamente 1 cm de
medio, seguido de una burbuja de aire, y a continuación medio
de vitrificación donde son introducidos los emhriones. Las
pajuelas son selladas en ambos extremos por calor. Se sumerge
la pajuela en el nitrógeno líquido.

Descongelación

• La descongelación se realiza a 25 °C, mediante la inmersión
de la pajuela en un baño de agua durante 10 segundos. Se
cortan ambos extremos de la pajuela y con la ayuda de una
varilla de plástico se deposita el medio en una placa de Petri.

• Los embriones se trasladan a una placa conteniendo sucrosa
a 37 °C y se incuban durante 3 minutos.

• La rehidratación de los embriones se Ileva a cabo mediante
el lavado en los pocillos de la placa de rehidratación a 25 °C
que contiene:

Deshidratación (Sucrosa 1M): Incubar durante 4 min.
Rehidratación I(Berrt 1): Lavar tres veces.
Rehidratación 2(Berrt 2): Lavar e incubar durante 10 min.
Rehidratación 3(Berrt 3): Lavar e incubar durante 10 min.

En relación al segundo apartado vitriticación dc ^mhrionrs,
yuercmos dcstacar que sólo sc puedcn utilizar un S^l,SS'%, cn
relación al total dc emhriones obtenidos cn la rva DurĴĴc, (1O21
emhriones recogidos - ^57 cmhriones vitrilicados), (('onde P., ct
al., 2(x)2). En el caso de emhriones recui^er^ Ĵdos y posterior-
mente vitriticados del cruce (LW-LD) los resultados son muv
semejantes con un rendimicnto tinal del 53?3'%, (31O cmhrioncs
recogidos - 16S embriones vitrificados). Esta p^rdida s^ justilica
en parte por la técnica empleada donde scílo sc ^ueden vitriticar
embriones yue hayan alcanrado el estado dc hlastocisto.

Raza Embri. obtenidos Embri. vitriti^. Ĵdos Kendimiento
Duroc 1.021 ^^7 5^.^^"4r
LW - LD ^i 10 1(,^ ^3?3'%,

Para tinaliiar, diremos yue los estudios rrali^ados ^^ara detrr-
minar la viabilidad dc los cmhriones sometidos al Eiroccsu dc
vitrificación muestran yue cl propio procesu implica una reduc-
ción o pérdida viabilidad del fiO`%^, es decir, cuandu realizamos
esta técnica podcmos conscguir un ^orccntajc dr su^crvivcncia
embrionaria del 4O% (Conde P., et al., 21N)2).

Todos estos aspectos se deben tencr muy cn cuenta a la
hora de planificar v desarrollar programas encaminados a la
obtención dc emhriones y crioconservación de los mismos. n

Nolcr. Tinlxrjr^ rerdi^urln s,^trcius u la r'uru'r'ciún r/rl hrut'rrR^ rlr inrrtcli,^nr'iún n° l)<) - INl7a-

2(NNI. ^ni/icncirín clc enthriorrr•s <^rr lu espre'ir porrin^. ['unrmridcu( rlr^ N1udrirL L>irrrrirín

Gener^d de lmcslieacihrt. Crnrsrrirrirr cle f,^dururirirr.
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