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INTRODUCCION

La produccion de cerdos modificados genéticamente mediante el empleo de técnicas Crispr-
Cas puede realizarse mediante la inyeccion de sgARN en el citoplasma de embriones en
estadio de 1 célula (zigoto) (Wang et al. 2015). Estos zigotos, que deben ser inyectados,
pueden obtenerse mediante sistemas in vitro de producciéon de embriones (Whitworth et al.
2014), o bien ser recogidos in vivo del oviducto de cerdas previamente inseminadas, por
procedimientos quirargicos o tras el sacrificio del animal en el matadero (Gadea et al. 2018;
Petersen et al. 2016).

El uso de hembras sanas, con 6ptimo historial reproductivo, que se encuentran al final de su
etapa productiva y son enviadas a matadero, por razones estratégicas o productivas de las
empresas, pueden ser una fuente econdémica y eficiente de obtener embriones de buena
calidad, minimizando los problemas éticos y legales que conlleva el uso de animales de
experimentacion. El objetivo del presente estudio fue estimar el rendimiento en la recogida de
embriones en estadio de zigoto a partir de cerdas reproductoras de estas caracteristicas
inseminadas en granja tras un celo natural y sacrificadas en matadero 1-2 dias post-
inseminacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron un total 62 cerdas reproductoras de raza hibrida comercial, de 7-9 partos,
procedentes de explotaciones de la Regién de Murcia y repartidas 10 lotes diferentes. Se
seleccionaron animales sanos, con buen historial reproductivo y destinados a matadero por
razones estratégicas o productivas. Los animales, tras su Ultimo periodo de lactacion, fueron
destetados y salieron en celo de manera natural a los 3-4 dias post-destete. Las cerdas en
celo fueron inseminadas artificialmente con una Unica dosis de inseminaciéon procedente de
verracos de fertilidad probada y sacrificadas 24-48 horas después en el matadero.

Los tractos reproductivos de las hembras fueron recogidos en la cadena de faenado del
matadero y los ovarios y oviductos se transportaron al laboratorio en una estufa a 38,5 °C en
menos de una hora desde el sacrificio. En el laboratorio se mantuvo todo el material a 38,5
°C, se registro el estado del ovario contabilizando los cuerpos hemorragicos presentes en el
mismo, se procedio a la diseccion del oviducto y su posterior lavado con medio atemperado
TL-HEPES-PVA (Funahashi et al. 2000). Bajo el estereomicroscopio se evalué la presencia
de embriones en el lavado y se determiné su estadio de desarrollo como zigotos (presencia
de dos corpusculos polares extruidos) y embriones de 2-4 células. Los ovocitos con un Unico
corpusculo polar visible en el espacio perivitelino se clasificaron como ovocitos no fecundados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectd actividad ovarica en un total de 55 de las 62 cerdas estudiadas (88,71%),
observandose 23,24+0,85 cuerpos hemorragicos recientes por animal, correspondientes a
puntos de ovulacién, con una distribucion similar entre ambos ovarios 11,58+0,54 vs.
11,65+0,48, p>0,05. Estos resultados se sitian dentro de los rangos normales para las lineas
hiperprolificas que se producen comercialmente en la actualidad (Foxcroft et al. 2009, Kraeling
& Webel 2015). Del total de 55 cerdas con puntos de ovulacién, se obtuvieron embriones en
48 de ellas (87,27%), con una media de 16,23%1,20 embriones totales/animal, por lo que la
tasa de recogida media de embriones fue del 70,62%. Mientras que 4 cerdas con puntos de
ovulacién no se pudieron recoger embriones (7,27%) y en las 3 restantes se recogieron
ovocitos no fecundados (5,45%).

En cuanto al estadio de desarrollo de los embriones obtenidos por animal la distribucién fue
de 11,42+1,23 zigotos, 4,35+1,18 embriones de 2-4 células y 0,46+0,23 correspondieron a
embriones degenerados o rotos.

La recogida y uso de embriones producidos in vivo aporta la ventaja, frente a los producidos
in vitro, de presentar una mejor calidad en términos de tasa de desarrollo embrionario, nimero
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medio de células por blastocisto y diferente patron epigenético (Canovas et al. 2017). Ademas,
la obtencion de embriones producidos in vivo requiere de equipamiento y técnicas mas
sencillas que en la produccion in vitro, y permite conocer el origen paterno y materno del
embrion. Por el contrario, la obtencion de embriones in vivo requiere de una buena
coordinacién con las granjas, la correcta identificacion de los animales de interés para su
seguimiento en la cadena de faenado del matadero y un menor nimero de embriones
recogidos por sesion de trabajo. Asi pues, en una sesion de trabajo con material in vivo se
pueden recoger embriones de 6 animales que podrian producir 60-70 zigotos, mientras que
en una unica sesion de fecundacion in vitro se pueden inseminar facilmente hasta 600 ovocitos
que pueden producir unos 150-200 zigotos viables (Ver comunicacion Navarro-Serna et al).
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EMBRYO RECOVERY FROM THE OVIDUCT OF SOWS SLAUGHTERED AT THE END
OF THEIR PRODUCTION STAGE

Porcine zygotes necessary to produce transgenic animals by Cripsr-Cas technology can be
obtained from healthy animals with an optimal reproductive background which are discarded
for market reasons at the end of their productive life. Here it is estimated the performance in
the collection of zygotes from sows with the afore mentioned characteristics. Sixty-two sows
(commercial hybrid), with 7-9 farrowing were selected. Animals showing heat at 3-4 days post-
weaning were inseminated with a single dose and slaughtered 24-28h post-insemination. The
ovaries-oviducts from each animal were collected and transported to the laboratory at 38.5 °C
within one hour. Hemorrhagic points in each ovary were recorded and oviduct flushed with
tempered TL-HEPES-PVA medium. Under the stereomicroscope, the embryos were collected
and classified as nonfertilized oocytes (one polar body), zygotes (two polar bodies extruded)
and 2-4 cell embryo. Results showed that 88.71% of sows had ovulated presenting 23.24
hemorrhagic points/animal and similar distribution per ovary (11.58 vs. 11.65). Embryos were
recovered in 87.27% of animals with 16.23 embryo/animal (11.42 zygotes, 4.35 2-4 cell
embryo and 0.46 degenerated or broken) and 70.62% recovery rate. In 7.27% of sows with
ovulation activity no embryos were collected and 5.45% had non fertilized oocytes.
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