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Ffecto de |a superovulacion de
cerdas multiparas DanBred, Duroc
y Pietrain con eCG y hCG sobre

la respuesta ovarica vy el desarrollo
embrionario preimplantacional

La segunda parte de este articulo, publicado en la 9° edicion de la revista digital
ReproPig, evalua el efecto del tratamiento de superovulacion y la eficacia de este
protocolo en las diferentes lineas genéticas utilizadas.
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Introduccion

La transferencia de embriones (TE) es una tecnologia
que ofrece grandes ventajas productivas y econémicas
al sector porcino. La TE permite el intercambio de mate-
rial genético con un riesgo minimo de transmision de
enfermedades y con un coste reducido con respecto al
comercio de animales. Ademas, laTE evita los problemas
de bienestar animal asociados al transporte (Martinez et
al., 2019). A pesar de sus importantes aplicaciones, su
uso a nivel comercial en porcino es insignificante si la
comparamos con el ganado vacuno, donde la TE se
aplica de forma rutinaria en los sistemas de produccion
y mejora genética (Rodriguez-Martinez, 2012). Hace mas
de 65 anos, los rusos Kvasnicki y Novoje obtuvieron las
primeras camadas mediante TE de embriones porcinos
(Kavasnicki, 2001). Desde entonces, el desarrollo de la
TE en porcino ha estado limitado por la necesidad de
emplear procedimientos quirlrgicos, tanto para la obten-
cibn como para la transferencia de embriones, debido
a la especial anatomia del tracto genital de la cerda.
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Otro de los grandes obstaculos para la aplicacion de la
TE porcinos ha sido la dificultad para criopreservar los
embriones en esta especie.

A pesar de todas estas dificultades, durante la Ultima
década se han realizado importantes avances con rela-
cion a los sistemas de TE (Martinez et al.,, 2001) y a la
vitrificacion de embriones porcinos (Cuello et al., 2007,
2008), que hacen que la aplicacion comercial de la TE
en el ganado porcino pueda ser pronto una realidad.
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Hace un par de décadas, el grupo de investigacion de
los autores comenzé a desarrollar un sistema de TE
via no quirdrgica que permite depositar los embriones
en el interior del cuerno uterino de cerdas nuliparas vy
multiparas (Martinez et al., 2001). Desde entonces, se
han estudiado numerosos aspectos relacionados con
el desarrollo, seguridad y eficiencia del procedimiento
(Martinez et al., 2016; Martinez et al., 2013; Martinez et
al., 2016). Gracias a la mejora y desarrollo de este sis-
tema, actualmente se obtienen muy buenos resultados
después de la transferencia no quirdrgica de moérulas vy
blastocistos frescos o almacenados en estado liquido
durante 24 h (80-90 % tasa de partos y un tamano de
camada de 9,0-9,5 lechones) asi como de embriones
vitrificados (50-75 % de tasa de partos y un tamano de
camada de 9.0-10 lechones) (Cuello et al., 2016; Marti-
nez et al., 2015; Martinez et al., 2014).

Uno de los aspectos que se han investigado con el fin
de desarrollar un sistema de TE no quirlrgico seguro,
practico y eficiente para la industria porcina es el pro-
tocolo de superovulacion de las donantes. EI nimero
aceptable de embriones frescos para emplear el sis-
tema de transferencia no quirlrgico se sitla entre 24
y 30 embriones (Martinez et al., 2004), este numero
aumenta hasta 30-40 cuando se emplean embriones
vitrificados (Martinez et al., 2015). Aunque la tasa de
ovulacion de la cerda es de 15-25 embriones, diversos
factores hacen que la proporciéon donante:receptora se
sitlie en torno a 2:1 cuando trabajamos con embriones
frescos. La reduccion de esta ratio reducirfa significativa-
mente el precio del embrién transferible, facilitando asi
la aplicacién comercial de esta tecnologia.
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El grupo de los autores investigo la eficacia de diferentes
protocolos de superovulacion en cerdas Duroc multipa-
ras (Angel et al., 2014). Este estudié mostrdé que 1.000
Ul de eCG administradas 24 h posdestete seguidas de
750 Ul de hCG al inicio del estro, incrementaban el
nimero de embriones transferibles y, a diferencia de
estudios anteriores (Holtz y Schlieper, 1991), la incidencia
de quistes foliculares, la calidad de los embriones o el
numero de ovocitos no fecundados no se vieron afecta-
dos por el tratamiento.

. Qué ocurre en otras
razas o lineas genéticas?

Un aspecto interesante del tratamiento de
superovulacion es saber si es igual de efectivo
en otras razas o lineas genéticas, y si en otras
lineas afecta o no la calidad de los embriones
obtenidos o la incidencia de quistes. Por ello,
este mismo grupo mapeo este estudio con el
objetivo de evaluar la efectividad del protocolo
de superovulacion con 1.000 Ul de eCG y

750 Ul de hCG para mejorar la eficiencia
reproductiva como donantes de embriones de
cerdas hibridas DanBred, pura raza Duroc y
pura raza Pietrain.

Con este tratamiento de
superovulacion se consiguio reducir
la ratio donante:receptora hasta
1,4:1 en cerdas de raza Duroc.



Deteccion del estro v
superovulacion de las

cerdas donantes

En este estudio se utilizan como donantes de embriones
cerdas destetadas multiparas de 2 a 6 partos de diferen-
tes lineas genéticas DanBred (Landrace x Large-\White),
Duroc y Pietrain. Las donantes se alojaron en jaulas
individuales en instalaciones con ventilacion mecanica,
alimentadas con una raciéon comercial dos veces al dia y
con agua disponible ad libitum. La sincronizacion del estro
se realizé durante el destete y Unicamente se incluyeron
en el estudio cerdas que mostraron un intervalo deste-
te-estro de 3 a 4 dias. La superovulacion de las donantes
se realizd con el protocolo previamente probado por el
grupo de investigacion (Angel et al., 2014) que consiste
en la administracion de 1.000 Ul eCG (Folligon; Intervet
International B.V., Boxmeer, Paises Bajos) 24 h después
del destete y 750 Ul de hCG (Veterin Corion, Divasa Far
mavic SA, Barcelona, Espana) en el momento del inicio
del estro. La administracion de las hormonas fue via
intramuscular y se realizé6 mediante una inyeccion en la
cara interior del muslo (musculo gracilis).

La deteccion del celo se realizd a partir del primer dia
posdestete permitiendo el contacto hocico con hocico
de las cerdas con un verraco maduro vasectomizado.
Aquellas cerdas que mostraron reflejo de inmovilidad en
presencia del verraco al ejercer presion sobre su lomo
fueron consideradas en estro. Las donantes de embrio-
nes se inseminaron poscervicalmente a las 0, 24 y 36 h
después del inicio del estro con semen de verracos
maduros (2-3 anos de edad) de fertilidad probada y de
la misma linea genética que las donantes. La fraccion
rica de los eyaculados se diluyd con Beltsville Thawing
Solution (BTS) (Pursel y Johnson, 1975).

Las dosis de inseminacion artificial
contenian 1,5x 10° espermatozoides en
un volumen de 45 ml y se almacenaron a
18 °C durante un periodo maximo de 48 h.

Evaluacion de los

parametros reproductivos

v desarrollo embrionario
preimplantacional

En el dia6 de gestacion (Dia 0 = inicio del estro) se
procedié a realizar la recogida de los embriones de las
donantes via quirdrgica siguiendo el protocolo descrito
por Martinez et al. (Martinez et al., 2014). Durante las
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cirugias se contaron los cuerpos lUteos presentes en
los ovarios. Ademas, se evalud la presencia de quistes
foliculares (estructuras ovaricas llenas de liquido transpa-
rente sin signos de ovulacion y con un diametro superior
a 2 cm en el momento de la laparotomia) en los ovarios
(ver figura). Los embriones recogidos mediante el lavado
de ambos cuernos uterinos se evaluaron con ayuda de
un estereomicroscopio y se procedid a su clasificacion
segun los criterios de la Sociedad Internacional para la
Transferencia de Embriones (IETS, por sus siglas en
inglés) en funcion de su estadio de desarrollo y calidad
(Wright, 1998).

En este estudio se utilizaron un total de 20 cerdas de
cada una de las lineas genéticas evaluadas, DanBred,
Duroc y Pietrain. Dentro de cada una de las lineas,
10 donantes se superovularon y 10 donantes se utiliza-
ron como grupo control (sin tratamiento de superovu-
lacién). Todas las cerdas se inseminaron de la misma
manera y se sometieron a una laparotomia en el dia 6 de
gestacion para recoger los embriones. La tasa de ovu-
lacién se calculd teniendo en cuenta el nimero medio
de cuerpos luteos presentes en los ovarios (ver figura).
La efectividad del tratamiento de superovulaciéon en las
cerdas donantes se determind en funcion del nimero
total de embriones viables recogidos, el numero de
embriones degenerados y/o ovocitos no fecundados vy
el nUmero de quistes foliculares.

La tasa de recuperacion se definié como el niumero de
estructuras recuperadas con respecto al nimero total
de cuerpos IUteos.



Ha]=1\Y,V:-\=[=]\]

A: Cuerpos luteos en dia 6 de gestacion; B: Quiste falicular; C: Embriones en estadio de
blastocisto; D: Embriones en estadio de morula.

Seleccion de los
embriones

Aquellos embriones en estadio de
moérula o blastocisto en dia 6 de

grado 1y 2 (excelente y buena calidad,
respectivamente) se clasificaron como
embriones viables. El resto de las
estructuras recogidas, incluyendo
embriones poco desarrollados y/o de
mala calidad y ovocitos se consideraron
embriones degenerados y ovocitos no
fecundados, respectivamente.

Los resultados se expresan en medias + SEM. Los
porcentajes se evaluaron con el test exacto de Fisher.
Las variables continuas se evaluaron con el test de
Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad
y se compararon con un ANOVA. El test Post hoc fue
el test de Bonferroni. El coeficiente de correlacion

de Pearson se empled para evaluar las asociaciones
entre el nimero de cuerpos luteos y otras

variables continuas (embriones viables, embriones
degenerados u ovocitos no fecundados o niumero de
quistes). Las diferencias se consideraron significativas
para P <0,05.
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Respuesta al tratamiento

de superovulacion

En la tabla 1 se representan los parametros reproducti-
vos obtenidos en las cerdas control y las cerdas supero-
vuladas en este estudio. Todas las donantes empleadas
guedaron gestantes. En los tres grupos de donantes se
observé una correlacion significativa (P<0,05) entre el
ndmero de cuerpos luteos y el nimero de embriones
viables recogidos. Sin embargo, no se observd corre-
lacion entre el numero de cuerpos luteos y el nimero
de embriones degenerados y/o ovocitos no fecundados
obtenidos.

La tasa de recuperacion fue muy elevada y similar en
los tres grupos de donantes (rango: de 88,0+4,7 a
93,9+3,4 %). El tratamiento de superovulacion no incre-
mentd la incidencia de quistes foliculares (rango: de
0,2+0,1 a 0,9+0,5), ni el numero de embriones dege-
nerados y/o ovocitos no fecundados (rango: 0,0+0,0 a
2,2+1,3). Por el contrario, el nimero de cuerpos IUteos
y de embriones viables recogidos fue mayor (P<0,05)
en las donantes superovuladas que en las donantes
control. Las cerdas DanBred superovuladas mostraron
el mayor (P<0,05) nimero de cuerpos lUteos (377+2,0)
y embriones viables (31,6+2,2), mientras que las cerdas
Pietrain mostraron mayor (P<0,05) nimero de cuerpos
lUteos (28,3+4,5) y embriones viables (26,3+2,6) que las
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cerdas Duroc (23,5+1,0 y 21,5+1,2, respectivamente).
Sin embargo, el incremento total de cuerpos lUteos
de las cerdas superovuladas con respecto a las cerdas
control fue similar para las donantes DanBred y Pie-
train (12,3+£1,9 y 10,5+2,3, respectivamente) y superior
(P<0,05) al observados en las donantes de raza Duroc
(3,1+1,0).

-
DanBred

.

Duroc Pietrain

Cerdas gestantes, N 10 10 10 10 10 10
Cuerpos Luteos 25,4+1,6° 377+2,0°" 20,4+0,7° 23,56+1,0°" 178+1,0° 28,3+4,5>"
Quistes 0,2+0,1 0,5+0,4 0,9+0,5 0,6+0,4 0,6+0,4 0,7+0,4
Embriones viables 24,0+1,92 31,6+2,2° 173+1,12 21,5+1,2° 15,6+1,12 26,3+4,6°
embriones degenerados/ | 00100 | 22818 | 05:08 | 01201 0301 0,6+03
Tasa de recuperacion (%) 93,9+2,6 89,9+2,1 88,0+4,7 91,6+2,4 89,5+3,2 93,9+3,4

Control: Cerdas sin superovular; Superv.: Cerdas superovuladas tratadas con 1.000 Ul de eCG y 750 Ul de hCG. Los datos estan

expresados en medias + SEM. Diferentes superindices dentro de la misma raza indican diferencias significativas (P<0,05).

J

Tabla 1. Parametros reproductivos obtenidos en cerdas superovuladas y sin superovular de razas

DanBred, Duroc y Pietrain en dia 6 de gestacion.



Estos resultados muestran:
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Que la respuesta al tratamiento de superovulacién fue diferente entre razas, siendo las cerdas
de la linea DanBred las que mostraron una respuesta mas pronunciada al tratamiento.

superovulacion (tabla 2), lo que supone una gran ventaja para la aplicacion de laTE y un

g Que la ratio donante:receptora se pudo reducir en todos los casos con el tratamiento de

importante beneficio para las companias de genética.

4 )
Raza Cerdas control sup::::;: das
DanBred 1,2:1 0,91
Duroc 1,71 1,4:1
Pietrain 1,9:1 1,1:1
- J

Tabla 2. Reduccion de la ratio donante:receptora
gue se consiguid mediante el tratamiento de
superovulacion con 1.000 Ul de eCGy /750 Ul

de hCG en cerdas DanBred, Duroc y Pietrain

con respecto a las cerdas control no tratadas
para transferencias no quirirgicas realizadas

con 30 embriones.
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