itometria de flujo ha sido la unica técnica
ue maﬂéjo del semen para determinacion del
'SEX0 GONn resultados confiables, repetibles
Yy que ha reportado resultados en vivo con
rias saludables y reproductwamente funcionales. Esta
se fundamenta en la separacion de espermatozoides
por la ca_midad deMN- Iocalizado en su cromosoma

no) es 3.8% mayor que la
portador del cromosoma Y (que
S Dirante el proceso de sexado el
oS snétffio acolorantes, alta presion y
yocasiona sudeterioro avarios niveles
) la cantidad de espermatozoides y
bur{danter Las mejores tasas de prefiez

m!-a“mﬁcnal se han logrado en

iiro ~ha mostrado resultados inferiores
0 ‘geg'dhfn convencional. La técnica de
' - _‘", b ﬂll& obtener mas animales de
Wi m:‘a:-wi?.:?fgf = t‘-'mn Lt mk}'ﬁi' 1 sexo deseado en los hatos,
Spn ‘ 'heICer mayores esfuerzos encammados

R aje _gzbre el espermatozo:de, mcrementar
Bgfertlﬁﬁid y disminuir sus costos, con

i'{;tféu‘ §i‘hcacion para beneficio de la
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El semen sexado es una de
las  biotecnologias  de  mayor
crecimiento  durante los (ltimos
afios en la industria ganadera. Su

Exile en lecheria tadica en la mayor

proporcion de crias hembras para

reemplazos provenientes de toros

' probados de genética dealta seleccion

en los hatos involucrados, mientras
en hatos de came facilita mayor
propercién de machos, con mejores
ganancias de peso y menor ticmpo al
sacrificio. La tecnologia mediante la
yue se realiza el sexado, la citometria
de fujo. es el resultado de avances
en computacion. biofisica, biologia
celular, instrumentacion y fisiologia
reproductiva aplicada y ha sido la
Gnica técnica de sexaje confiable,
repetibley quehareportadoresuliados
en vivo con crins saludables y
reproductivamente
Tradicionalmente se ha mangjado
el concepto de que la expectativa
de preducir machos y hembras
estd en una relacidn 50%:50%. Sin
embargo, algunos estudios plantean
una mayor proporcion de machos
en programas de inseminacien
artificial, transferencia de embriones,
fertilizacion in vitre. en vacas muy
viejas ¥ en fincas con alto nivel de

funcionales'.

maneje®. Esto hace que se justifique
el trabajo con semen sexado en
miiltiples explotaciones lecheras.

UN POCO DE HISTORIA

Desde los inicios de la
domesticacion el hombre ha querido
definir ¢l sexe de sus animales de
acuerdo con sus necesidades, y
desde ese tiempo ha intentado dar
explicacion al origen del sexo de
tas especies. Es asi como desde el
sigho V ac., el griego Bemdcritus
postuld que los machos a través de su
testiculo derecho producian machos,
mientras que a {ravés de su testiculo
izquigrdo producian hembras®.

Insaminacion artificial,

Durante el siglo XVII se
realiz0 el descubrimiento  del
espermatozoide, su funcion en 1841;
el 6vulo femenino fue descubierio en
1827. Por su parte ta fecundacion fue
esclarecida a finales de ese siplo’.

En 1910, Guyer descubrio que
gl sexo estaba determinado per el
tipo de cromosoma sexual que se
encuenire en el espermalozoide®.
Desde la década de los 80" se
realizaron diversidad de ensayos en
el inlento de separar
cspermatozoides por sexo con
base en su tamafio, peso, densidad,
velocidad de  desplazamiento,
proteinas de superficie, efectos
en diferente pH. dilerencias en
cargas  eléctricas,  diferencias
morfelogicas del nicleo y cabeza

del espermatozeide o presion
atmosférica, con resultados ne muy
consistentes y poco repetibles®*.

En 1979, Moruzzi

los  espermatorzoides

resend
que tenian
diferencias en el tamafo del
cromosoma sexual entre machos
y hembras (Tabla 1), y determing
que la diferencia en bovinos era del

4.2% aproximadamente®.

cientificos de |a
Universidad de  Oklahoma y el
Laberatorio Nacional Lawrence
Livermoredescubrieronquemediante
la téenica de citometria de flujo era
posible identificar poblaciones de
espermatozoides X y Y con base en
sus diferencias en el centenido de
acido desoximbonucleico (ADN) de
su nucleo®.

En 1982,

Tabia 1. Diferencias ¢n el tamaio de ios cromosomas sexunleés en
diferentes especies (X-Y) (Adaptado de Johnson) {9]

ESPECIE BIFERENCIA ESPECIE DIFERENCIA

Chinchilla 7.5%
Camere 4.2%
Perro 3.9%
Toro 3.8%
Alce 3.8%
Caballo 3.7%

Cerdo 3.6%
Elefante 3.4%
Camello 3.3%
Conejo 3.0%
Hombre 2.8%

Zarigiieya 2.3%

Hasta este momento, habia que matar los espermaiezeides y separar
su nicleo para poder medir su cantidad de ADN. Sélo fue hasta 1987
que Johnson descubrié la posibilidad de diferenciar la cantidad de ADN




mediante la tincion del nucleo con
un colorante basado en fluorocromo.
denominado Hoechst 3334252,

En 1989 cientificos del Centro
de Investigacién Beltsville del
Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (LUSDA) lograron la
primera gestacion de semen sexado
en conejas, con un £xito de 81% en
obtener machos y 94% en hembras.

En 1993 se reporto la primera
gestacion producto de fertilizacien
in vitro con semen sexado’.

En 1999 se reportaron los
primeros casos exitosos de prefieces
gon  semen sexado
bovino®.

congelado

La comercializacion de semen
inicialmente la realizé la empresa

XY Inc., mediante el esfuerzo
cenjunto de la Universidad de
Colorado, Cytomation Inc., e
investigadores privados®.
EFICIENCIA DEL SEXAJE
MEDIANTE CITOMETRIA
DE FLUJO

La diferenciacién sexual en

mamiferos  es
se nicia en el

un  proceso  que

momento de la
fecundacion. El espermatozoide
pertador del cromosoma Y
determinara la formacién de un
individuo de sexo masculino, y el
espermatozoide X la formacion
de individuo de sexo femenine’.
El cromosoma Y en mamiferos
es siempre de menor tamaio que
el X. Esta diferencia de 1tamaio
gs la que aprovecha la citometria
de flujo para 1a diferenciacién del
cromosoma sexual portado por el
espermatozoide, y por lo tante del
sexo a esperar en la descendencia.

La efictencia en la obtencion de
espermatozoides del sexo desecado

Termio para almacenamiente de semen

depende en sus resultades de las diferencias de tamafio del cromosoma X
y Y de cada especie. En ciertas especies en que la diferencia de tamafio de
los cromosomas sexuales es grande, la eficiencia del sexaje es mayor. Por
gjemplo, en la chinchilla la eficiencia en el sexado del semen puede llegar
al 100%, mientras que en el hombre, la eficiencia en presentar nacimientos
del sexo deseado puede oscilar entre el 75 y el 90%, dada la mayor dificultad
de separacién de espermatozoides”.

EFICIENCIA DEL SEXADO EN BOVINOS

Como se vioen la tabla anterior, el sexado en bovinos se basa en diferencias
de tamafio cromosomico de 3.8% aproximadamente. Sin embargo, se han
encontrado diferencias notorias entre razas. Es asi come la diferencia en el
contenido de ADN de los cromosomas X-Y en toros jersey es de 4.24%, en
angus 4.05%, hereford 4.03%, holstein 3.98% y brahman 3.73%°. Muliples
ensayos de campo sittan la eficiencia del sexado en bovinos alrededor del

90%. Algunos de los resuliados de estos estudios s encuentran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Eficiencia ¢n ¢l sexado cn ensayos con semen bovine

Raza Seleceldmde  Nimers  No. De nacimlewtos.  Efickincia Kl
sexade de partas del sexo descado de sexale 16
; - Macho 954 83e BTa% Fubman & al. [21
VOrh ey Hembra 215 198 92.1%
Angus negro Hembra 129 L9 92% Seidel et ai. {19)
Holstemn Hembra 215 178 3% Seidel a7 af, [19]
COMO FUNCIONA LA TECNICA

El proceso de sexaje de mayor tasa de repetibilidad en cuanto a sus
resultados, es el llevado a cabo por la citometria de flujo.

E! proceso del semen inicia con la colecta del mismo mediante la
técnica de vagina artificial. Es normal irabajar con semen cuya motilidad
progresiva sea superior al 50% y 75% de morfologia normal'. Este
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semen se deja en reposo a 20-
23°C durante 8 horas antes del
proceso. Durante este tiempo los
espermatozoides se  diluyen a
150 millones/ml, y estabilizan en
medio Tyrode suplementado con
albimina, lactato, piruvato y el
colorante marcador H33342. Pasado
este tiempo, el semen es adicionado
con Trs, o con selucion buffer
fosfatada (PBS) + albimina de suero
bovino (BSA) y pasado a través
del separador de espermatozoides
a una velocidad de 90 kms‘hora y
a presiones que oscilan entre .84
Kg./em? hasta 4.22 Kg./em? *.(Paso
1 en la gréfica).

Un laser de argon se utiliza para
excitar el colorante unido al ADN
del espermatozoide. Para eslo,
la orientacion de la cabeza del
espermalozoide con respecto al
rayo laser y los detectores opticos
es critico para la resolucion del
sistema’. (Paso 2 en la grifica)

Detectores  de fluorescencia
determinan  la intensidad de
fa coloracién basados en la

diferencia de contenido de ADN
de los cromosomas X y Y. Por otro
lado, micro gotas son cargadas
eléctricamente segin el tipo de
cromosoma sexual que porte el
espermatozoide y separados por
placas cargadas eléctricamente.
(Paso 3 en la grifica) Cada
micro gota que contiene un
espermatozoide sera desplazada
en una direccion con base en la
presencia del cromosoma X o Y.
(Paso 4 en la gréfica) Las micro
gotas caen a un extendido de yema
de huevo con diluyente TRIS. El
semen resultante es concentrado
por centrifugacion y empacado
en minipajilias de 0.25 ml para
su congelacion en vapores de

nitrogeno®'’. Los sistemas mas
modernos de sexaje  separan
hasta 40.000 espermatozoides

por segundo’. De lrabajar a una

Adsplado de Hansen [23].

tasa de 20.000 espermatozoides por segundo se pueden obtener entre
2.500 y 4.000 espermatozoides separados para cada sexo'. El resto de
los espermatozoides son descartados v aca se incluyen espermatozoides
muertos. mal coloreados. no sexados ¥ células epiteliales provenientes
del eyaculado. Si después del proceso de sexaje la motilidad es inferior al
30%, se recomienda el descarte del semen sexado'®,

EFECTOS ADVERSOS SOBRE LOS ESPERMATOZOIDES

El proceso de sexado puede ocasionar dafios en los espermatozoides y en la
estructura del ADN por efecto del colorante, del rayo laser y del paso a alta
presion por el equipo. Estos danos pueden afectar la motilidad, viabilidad y
la integridad de membrana. El proceso de dilucion ademas puede remover
algunas moléculas protectoras ubicadas en los diluyentes o el plasma seminal
y ocasionar reacciones prematuras del acrosema’. El colorante Hoechst
33342 puede ocasionar dafo cromosomal bajo ciertas condiciones'. Y
sexado a alta presion se ha aseciado a fertilidad disminuida'®, La congelacion
por su parte, puede afectar la motilidad del semen y la integridad del
acrosoma'’. Estudios recientes', contradicen algunos de ¢stos conceptos




E=1rar::iﬁnrde pajilla da termao de enfriamienta

al afirmar que no hubo efecio
sobre las tasas de prefiez debidas
al colorante Hoechst 33342 o0 a la
intensidad del laser. Otros autores
afirman que las fuerzas mecanicas
y la alta presion del sexado son las
causantes de muchos de los dafios
del espermatozoide’. El proceso
de sexado a 40 psi, es mucho
menos dafino para integridad del
espermatozoide que ¢l sexado a 50
psi. En la practica el sexado a mener
presion se ha wraducido en mejores
tasas de preficz en novillas™,

Hay estudios que demuestran
que con el uso del semen sexado no
s¢ incrementa la tasa de abortos, la
duracion de la gestacion, la dificultad
de parto. la muerte neonatal, el peso
al nacimiento o al destete comparado
con  animales del mismo  sexo
nacidos por inseminacion con semen
convencional®'.

La tecnelogia de semen sexado
s¢ ha replicado con éxito en bovinos,
OVinos, porcinos, equinos, caninos,
cengjos, gatos, delfines, primates y
el hombre®.

EL EFECTO DEL TORO EN LA
FERTILIDAD DEL SEMEN SEXADO

Se ha demostrado que el
factor tero influye notoriamente el
desempeno en fertilidad del semen
sexado. Estudios realizados por Den
Daas et al.’, reportan que el 95% de
la maxima tasa de concepcién en
vacas con semen sexado se logro
con ranges que escilaron entre 1 y
10 millones de espermatozoides por
dosis y que estas dilerencias fueron

Colocacidn de pajilla en pistola de insaminacion

principalmente atribuidas al toro
utilizado. También concluyeron que
el 20% de los toros presentaron alta
fertilidad y altas tasas de concepeion
con bajas dosis de espermatozoides,
que otro 20% de los toros presentd
baja  fertilidad y que
continuaron con baja fertilidad a
pesar de que se incrementd la dosis
de espermatozoides. Este es el
motivo por el cual aigunos de los
toros de alto meérito genético no son
comercializados en presentacion de
semen sexado.

estos

USO COMERCIAL
DEL SEMEN SEXADO

Multiples estudios coinciden en
que el semen sexado debe usarse
principalmente en novillas debido
a su mayor fertilidad vy al limitado
naimero de espermatozoides por
pajilla®"*. En condiciones normales,
una pajilla de semen convencional

Dﬂspuﬂle de ii‘l‘a

contiene entre 20 y 40 millones
de cspermatozoides congelados;
en contraste, el semen sexadoe
contiene entre 1.5
y 2 millones de espermatozoides
congelados (Tabla 3). Con estas
cantidades de espermatozoides se

cominmente

han logrado entre el 70 y el 90%
de las tasas de prefez logradas con
semen convencional™. Incrementar
la dosis de espermatozoides de
2 a 6 millones en novillas no
incrementd  los  porcentajes de
prefez en un estudio realizado".

Ante la menor cantidad
de espermatozoides  aplicados
por pajilla, se ha propuesto la
Inseminacion intrauterina profunda
(en el fondo del cuerno uterino),
como alternativa para mejorar
porcentajes de prefiez. Estudios
realizados por Seidel et al®
mostraron que las tasas de preiiez
fueron similares en aplicacion de

Tabla 3. Resultados de miltiples estudios en % de prefiez de semen
sexado vs, semen convencional, en vacas ¥y novillas:

Y
Je e e e ST e
convencional

. . L6SET Promedie 4%

Novilla Holstein 20T IRAR 1 [ (Maximo 72% 5% /- 3% DeJarnette et al. {4]
{Varios katos) el ’
mimmo 33%4)

Voca  Holsiein 157 2% 45.7% Andersson ¢t al. [1]
Novilla  Jersey 823 57% - Garner ¥ Sedel [R]
Voea  Jersey 3285 9% £ Ciamer y Seidel [§1
Novilla  Angus pepm® 123 54t B0.6% Seidol ¢ ai. {19]
Novills  Amgus roje® 21 4% B0.6% Scidel er al. 119]
Novitla  Holsten® 288 43% 69.4% Seidel er uf. [19}
Vaca  Angus*? 42 B 5% Scide! er al. [19)

* Inseminadas con semen saxado a 1.5 millenes de espermatazaides / dosis
" Insarminadas con samen saxada a 3 millones de espermatazoides f dosis
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semen sexado en el cuerpo del Utero
versus media desis cada cuerno, o
que hace esta practica innecesaria y
poco practica.

ALGUNOS PARAMETROS
PRODUCTIVOS Y REPRODUCTIVOS
CON SEMEN SEXADO

Duracion de la gestacion. Sc
han realizado trabajos en les qgue
se encontrd que la duracion de la
gestacion es similar para hembras
procedentes de semen convencional
que con semen sexado. Cuande se
compara la duracion de la gestacion
demachos y hembras, indiferente del
tipe de semen utilizado, los machos
tienen una duracien de gestacion 1.2
dias mayor (278.4 para hembias vs.
279.6 para machos)*'.

Peso al nacimiente. LoS pesos
al naciiento de¢ terneras producto
de semen convencional y sexado
son similares. La diferencia se
encuenta, como es de esperar, en
gl sexo del temero, los machos sen
significativamente mas pesades. El
peso del ternero al nacimiento se
encuentra influenciado por otros
facteres como el pese de la madre,
su numere de partos, tore utilizado
y el nivel nutricional del hato®'.

Facilidad de¢ parto. El indice
de facilidad de parto en hembras
nacidas de semen scxado es
similar al de hembras nacidas por
semen convencienal. La diferencia
significativa en las diferencias de
facilidad de parto es dada por el
sex0, ya que les machos al ser mas
pesados, pueden presentar mayor
dificultad de parte’’. Estudios
realizados por la USBA, muestran
una disminucion en ¢l indice de
dificultad de parte de las vacas
holstein, cuando se utiliza semen
sexado. Esto es debido a que el
indice es el producto del promedio
de facilidad de parto entre machos
y hembras. Al ser comparade con

TEl dascongelader de pajita.

solo hembras, su valor disminuye.
Esta situacién es opuesta a la
presentada cuande se utiliza semen
sexado macho, donde se incrementa
la dificultad de parto,

Pose al destete. Les pesos al
destete de terneras producte de
semen sexado son similares a los
de terneras producto de semen
convencional?. La diferencia, al
igual que en ¢l pese al nacimiento,
¢s la diferencia gue hay entre
machos v hembras. en la cual, &l
macho tiene mayor peso debido a
mayor peso al nacimiento y a un
anabelismo proteico superior.

Abortos. En 1.389 prefiecces
diagnosticadas para semen sexado
y semen convencional, la tasa de
abortos fue similar en ambos grupos.
Tampoco se encontro ¢n el semen
convencional dilerencia entre la
proporcion de abortos maches v
hembras, El efecto de la finca, fue
¢l que mas influyd en la tasa de
abortos en el estudio™. Tampoco
se han reportado incremente en las
anormalidades anatomicas de les
terneros, producto de semen sexado
al nacimiento®'.

Certa paijillas y fundas.

OTRAS APLICACIONES
COMERCIALES DEL SEMEN SEXADO

Superevulacién y transferencia
de embriones convencional
Usualmenie los programas de
superovulacion y transferencia de
embriones han sido realizados con
semen convencional. La alternativa

de mayor  aceptacion pard
seleccionar el sexo de las crias
ha sido mediante la  biopsia

embrionaria, en la cual se le exirae
al embrion unafs) célula(s) para
que a partir de ellas, ubicar sectores
de su ADN relacionadas con
cromosomas sexuales’. La precision
de la prucba es muy alta, pero los
costos de la micromanipulacion y
la identificacion génica pueden ser
altos. Adicionalmente la viabilidad
del embrion sometido a biopsia
disminuye notoriamente, con una
baja en las tasas de prehez. Ante
estas dificuliades, se han realizado
ensayos con semen sexado en
programas de superovulacion y
iransferencia de embriones para
obtener una mayor proporcién de
crias del sexo descado. Algunos
gstudios  han  mostrado  bajas
tasas de fertilizacidn, y estas son
atribuiidas a disturbios endocrinos
que puede generar la terapia de
superovulacton, que dan lugar a
alteraciones en el transporte y la
calidad de los oocitos, sumados a
los efectos lesivos ocasionados en
el espermatozoide por el proceso de
sexaje. Adicionalmente, el proceso
de sexaje también afecta el porcentaje
de embriones viables. comparados
con inseminaciones realizadas con
semen convencional. (Tabla 4)

Como se puede wver, €l uso
de semen sexado en pregramas
de  superovulacion  resultd  en
menor porcentaje de estructuras
fertilizadas,  menor  cantidad
de embriones viables y mayor
porcentaje de embriencs de
generados por lavado.




Tabla 4. Resultados de embriones producidos medisgnte inseminaciéon con
seinen sexado vs. semen convencionzl en programas de superovulaciin
de novillas Holstein. Adaptado de Sartori et al. |13]

Semen Sexada,
1 ineseminacion de 20

Semen Scxnde, Semen canvenclonal,
2 inscminaciones de 19 2 indeminacionds de 10

millones de millones de millones de
esperman@oides espermatozvides espermatoroides
(12 srovillisy (13 navilkag) {14 novitlus)
¥ Cuerpos liEteos al 13317 18134 4115
lavade
~Total estraciuras bR+ Lba 89218 89+ | 0h
colectadas par lavake
Fstraciunas feriliaides 3.8x0.8a 4.9 0 Lt BT L7
por fuvado (%) 63.5% 0l.9% 1.9%
Embrionss viaklcs por 192 07a 23xhha & 12k
favado (%3] 233% J0.8% T1.3%
Embricnes degeaeridos 1.E+04 Za=06 24109
por lavado (%) (39.2%) 131.1%) 119.6%)

Otro estudio realizado por Shenk et al. mostr6 grandes diferencias en
la cantidad de embriones transferibles en vacas y novillas angus en las
que se utihzo semen sexado y convencional se encontraron en promedio
8.7 embriones transferibles con semen convencional y entre 3.3 v 4.1
embriones en semen sexado con 2 y 10 millones de espermatozoides por
dosis, respectivamente’”,

FERTILIZACION IN VITRO

El hecho de que durante el proceso del sexaje de semen se disminuya
la cantidad y la viabilidad de los espermatozoides, ha hecho pensar
que una posibilidad interesante sea su utilizacidon en programas de
fertilizacion in vitro. Los estudios han mostrado resultados contradictorios.
Algunos de ellos han demostrado que la tasa de fertilizacion de oocitos
es stmilar para semen sexado y no sexado, mientras otros plantean que el
porcentaje de oocitos ebtenidos por puncian ovarica que llegan al estado de
2 células y posteriormenite a blastocistos, es inferior para el semen sexado,
que pasod del 30-407% con semen congelado convencional al 10-20% de
oocitos fertilizados con semen sexado®??,

Canastilla para aimacenameanta de semen.

Equipo de inseminacion artificial.

Respecto  al  desarrollo  de
embriones  producidos
semen sexado fue més lento. Se
observd un atraso en el desarrollo
de los embriones hasta el estado
de  blastocisto que tardd de
medio hasta un dia, comparado
con embriones producidos con
semen convencional'. Morton et
al.” encontraron que embriones
provenicntes de semen sexado poseen
patrones alterados de expresion de

los con

su ARN mensajero. o que se traduce
en un desarrollo miés lento de estos
respecto a los embriones producidos
con semen congelado convencional,
El efecto del toro utilizado influye de
manera notoria en el resultado de fa
fertilizacidn?,

Trabajos realizados por Fischer-
al.® que el
95% de los partos con la técnica

Brown et mostraron
in vitro, fueron hembras. D¢ 285
transferencias  hechas con  un
embridn, se llegd a 83 partos, fo que
da una tasa de paricién de 29.1%.
Cuando utilizaron 2 embriones por
transferencia en 176 receptoras
transieridas, la lasa de paricion se
incrementd a 44.8%, sin embargo
en las vacas transferidas con 2
embriones también se aumentaron
las perdidas fetales y se incrementd
la incidencia de hidroalantoides,
una condicion gue cursa con exceso
de acurulacion de liquidos en la
placenta y que puede lerminar &n
pérdida fetal.
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Tante la Inseminacidn con semen
| sexado, como la produccion in vive
e in vitro de embriones cen semen
| sexado. tiene un enorme campo de
| accidn en el objetivo de tener mas

animales de genética superior cen
el sexo deseado en les hatos, pero
se deben hacer mayores esfuerzos
encaminados a mejorar la técnica de
sexaje, minimizar el efecto lesivo

del sexaje sobre €l espermatozoide,
incrementar los indices de fertilidad
y disminuir sus costes, con rmiras a
lograr su masificacion para beneficio
de la produccien animal?.
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