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I. RESUMEN

TLa presente Tesis se llevd a cabo, con el obje
tivo de separar los espermatozoides "X" e "YW

del semen de conejo a través de su filtracibn
en columnas de Sephadex.

Se utilizaron 12 conejas de la raza Nueva Ze~-
landia sexualmente maduras y 2 conejos f€rti~-
les de la misma raza, edad y peso que las hem-

bras. Las conejas se dividieron en cuatro gru
pos de tres animales cada uno. El semen se ob
tuvo mediante vagina artificial. Tres de los

grupos de conejas fueron inseminadas artificial
mente con las fracciones resultantes del semen
de conejo filtrado a través de columnas de -~-
Sephadex. Los grupos I, II y III se insemina-
ron con las fracciones primera, intermedia y -
final del filtrado respectivamente. El grupo

IV permanecil como testigo insemin&dndose con -
semen sin filtrar.

En las conejas inseminadas con la fracci®n fi-
nal del filtrado, fue el inido grupo donde se
observd una desviacifn en la relacibn de los -

sexos (40:60) de los productos de acuerdo a la
hip6tesis sustentada.

Los resultados obtenidos no se sometieron a --
anglisis estadfstico debido al reducido nGmero
de animales de gue se dispuso.




IXI. INTRODUCCION

Hace ya mids de medio siglo que se realizan in-
vestigaciones orientadas a influir en el sexo
del producto antes de la concepcifn, con este
prop6sito gran nGmero de experimentos de la —-
mds diversa Indole se han llevado a cabo con -
semen de mamfferos de diferentes especies (1,-
4, 5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, -
21, 22, 24). BEstos ensayos han tenido como fi
nalidad separar los espermatozoides "X" de los
"y" llamados también Gino- y Androespermatozoi
des respectivamente. Al lograrse una excitosa
separacifn de los espermatozoides "X" e "Y" --
con minimo deterioro de su capacidad fecundan-
te, puede afirmarse que con ello implicitamen-
te estarfa logr&ndose influir también en el --
sexo del producto antes de la concepcifn. Esto
ademds de la gran trascendencia que tuviese en
genética humana abrirfa nuevas posibilidades =~
de organizacifn econfmica y zooté&cnica en el -
campo de la produccif6n animal. En ganado vacu
no tiene particular importancia la diferencia

entre los sexos, de tal manera que se prefie--
ren machos cuando se trata de producir anima--
les para abasto debido a su mayor capacidad de
crecimiento, mayor rendimiento en canal y me--
nor grado de engrasamiento (25); en hatos le--
cheros es obvio que se desee tener una predomi
nancia en el nfmero de pariciones de becerras,
pues asi se asegura el hato de reposicidn, se
acorta el intervalo entre generaciones y se =--
aumenta la intensidad de seleccién (25).

Algunos -de los mé€todos de separacibn de andro-
Y ginoespermatozoides gue con mayor frecuencia
se han utilizado son:



a).

b) -

a) Centrifugacién

b) Sedimentacidn

c) Electoforésis

d) Inmunizacién

e) Tratamiento con substancias quimi
cas

f) Combinacifn de los procedimientos
anteriores.

Centrifugacifn.- El empleo de la fuerza --
centrifuga como medio para separar Andro-
y Ginoespermatozoides se fundamenta en las
diferencias que existen entre unos y otros
en cuanto a su peso especifico (15). Esta
técnica ha demostrado no ser de utilidad -
en la préctica debido al gran danio que su-
fren los gametos como consecuencia de las
aglutinaciones gue se presentan (13,14).

Sedimentacibn.- El principio de este proce
dimiento se bhasa en la deposicién pasiva y
por estratos de los espermatozoides, segln
sea su peso especifico; esto se lleva a --
cabo a través de un medio especial de vis-
cosidad determinada contenido en una bure-~
ta; en donde el movimiento propio de las -
células germinales es inhibido por encon~-~
trarse a 0°C en bafo marfa., Este procedi-
miento fue utilizado de igual manera o li-
geramente modificado por la mayorfa de in-—~
vestigadores que se avocaron a la separa--—
ci6n de Andro-~ y Ginoespermatozoides me- -
diante sedimentacifn. Utilizando esta téc
nica y un aparato llamado baterfia de sedi-
mentacibn (25), cientificos de Alemania De
mocrética, al trabajar con semen de hovino
lograron una desviacidn en la relacién de
los sexos en una proporcidn aproximada de

70:30 sobre un total de 58 productos (10).
Sin embargmn el método ocupa mucho tiempo y




c).

d).

e).

personal, la proporcibén de eyaculado Gtil

despu&s de su procesamiento es de aproxima
damente el 15%, no es posible estandarizar
el medio de sedimentacién y cada eyaculado

ha de probarse empiricamente hasta ajustar
lo.

Electroforésis.- Los experimentos llevados
a cabo mediante este principio parten del
supuesto de la diferencia de cargas, que -
existen en el potencial de membrana, entre
Andro y Gienoespermatozoides. Asi, al so-
meter semen a un campo eléctrico los esper
matozoides migrardn al &nodo o al c&todo -
segn sea su carga eléctrica (22, 24). Por
los resultados contradictorios obtenidos -
puede inferirse gue el potencial de carga
no siempre es constante en los gametos -—-
(25). Es también importante hacer notar -
el dafio gque sufren las células germinales
al ser sometidas a electroforésis.

Inmunizacifén.- Hoy en dfa los trabajos so
bre separacidn de espermatozoides "X" e -
"Y" en cuanto a posibles diferencias inmu
nol&gicas se basan en el reciente descu--
brimiento del antigeno H-Y, cuyo gene co-
dificador se asienta sobre el cromosoma -
"v" de las células de humanos y ratones -
(26). No se dispone de informacidn sobre
la existencia del antigeno H~Y en otras -
especies,

Tratamiento del Semen con Substancias Qui
micas.- Este tratamiento consiste en ha--
cer actuar sobre el semen a substancias -
tales como: hormonas, 8cidos, &lcalis, --
soluciones hip6tonicas e hipertfnica, en-
zimas, etc. Cualquiera gque sea la substan




£).

cia empleada se busca, que &sta dafie selec
tivamente a uno de los dos tipos de esper-
matozoides mientras implicitamente favore-
ce la capacidad fecundante del otro. El -
tratamiento del semen con enzimas es el --
gue mejores resultados ha dado. La accidn
de la Asparginasa sobre semen de conejo --—
di6 lugar a 56% de hembras de un total de

248 productos, mientras que de .la accibn -
de la Esterasa se obtuvieron 58.2% de ma--—
chos de un total de 248 productos (16).

Combinacién de Procedimientos,

1.~ En un experimento realizado por Knaack
et. al., donde se emplearon conjunta--
mente las té&cnicas de Sedimentacibn vy
Electrofor&sis para el procesamiento -
de semen de bovino, se alcanz6 una des
viacifén en la relacidén de los sexos, -
de mis de 65% de un total de 2358 pro-
ductos nacidos (9). Este método pre--—
senta la ventaja, gque el semen puede -
ser congelado y almacenado hasta su --
uso. Sin embargo este doble procesa—=s
miento resulta demasiado caro y labo--
rioso para lograr una aceptacidn en la
pr&ctica. Afln mis, en un trabajo rea-
lizado en Holanda se tratf§ de compro—--
bar los resultados obtenidos por los -
investigadores arriba mencionados pero
sin lograr el éxito esperado (8}.

2.- En otro trabajo donde se combinaron --
las t&cnicas de electroforésis e inmu-
nizacifn se sometid semen de conejo a
electrofbresis esperando colectar un -
mayor nfimerxo de Androespermatozoides -
en el c&todo y una poblacién predomi--—
nante de Ginoespermatozoides en el &no




do. Antes de inseminar a las conejas
se les inyectd una suspensifén de Anodo
—-espermatozoides y a este hecho se le
l1lam6 Anodo inmunizacibn activa. A --
otras conejas antes de sexrvirlas se --
les inyectd suero de conejas que pre--
viamente habian sido tratadas con Ano~-
do-espermatozoides a este procedimien-
to se le denomindé Anodo-inmunizacién -
pasiva. De manera andloga se procedid
para la Catodo—Inmunizacién de las de-
mis conejas. De este trabajo s6lo se
logr6 tenexr éxito con las conejas in--
munizadas pasivamente; obteniéndose --
84% de productos hembras de las madres
tratadas con el antisuero de semen ca-
t€édico y 89% de gazapos machos de las
madres tratadas con el antisuero de se
men an8dico. Sobre el ntGmexro total de
machos y hembras paridas no se propor-
cionan datos (22).

3.~ Tambié&n mediante el empleo conjunto de
resinas de intercambio i6nico y filtra
cibn se ha tratado de separar a los es
permatozoides "X" e "Y" sin llegarse a
resultados alentadores. (8).

Separacién de Espermatozoides "X" e "Y" por --
Filtracibn a través de Columnas de Sephadex.

Antecedentes.- Graham et. al. aprovechando las
propiedades f£isico quimicas del Sephadex (18)
desarrollaron un método en el que por medio de
filtracién de semen de carnero a través de co-
lumnas de Sepahdex les fue posible separar po-
blaciones de espermatozoides méviles de las de
inmSviles o muertos (7); la té&cnica también ha
sido utilizada con éxito en investigaciones re
cientes con semen de verraco y toro (3,6). En



base a lo anterior y partiendo del supuesto --
que existen diferencias entre Andro y Ginoes-—
espermatozoides en cuanto al tamano y veloci--
dad de movimiento (21), .se decidi6 realizar el
presente ensayo.

El objetivo de esta investigacibn es separar -
los espermatozoides "X" e "Y" del semen de co-
nejo por filtracibn a través de columnas de =--
Sephadex. '




III. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 conejas de la raza Nueva Ze—-
landia, sexualmente maduras, de cinco meses de
edad, con un peso promedio de 4 kg. y proceden
tes del bioterio de la Granja "Veracruz" de la
Facultad de Medicina Veterinaria y 2ootecnia -
de la U.N.A.M.; se dispuso también de dos cone
jos de la misma raza, edad, peso y procedencia
gue las hembras. Las conejas se dividieron en
cuatro grupos de tres animales cada uno, desig
nados como grupo I, II, III, IV. Los animales
se alojaron en el mismo local en jaulas indivi
duales y se les mantuvo bajo el mismo régimen
alimenticio a base de alimento concentrado.

La preparacién del Sephadex y las columnas se
realizaron seg@n la técnica de Grahm et. at. -
{7} La coleccifn de semen se realiz6 mediante

la vagina artificial utilizando una coneja co-
mo estimulo para incitar al macho a montar. --
Para conservar la viabilidad del semen é&ste se
mantuvo en bafio marfia a 36°C. La observacidn

microscfpica del movimiento del semen se reali
z6 inmediatamente despu€s de la coleccibn y —-
de la diluci6n de las diferentes fracciones -—-
del eyaculado. Para la dilucién se usb leche

descremanda. Se depositaron 3 cm3 de semen di
luido sobre cada una de las columnas de Sepha-
dex. Al filtrado del primer ml. que descendib
de la columna se le dernominé primera fraccidn.
Con esta fraccifn obtenida de cada una de las

columnas se procedié a la inseminacifn artifi-
cial del grupo de conejas nGmero I. Con la --
fraccibn intermedia resultante del segundo ml.
de semen filtrado se insemin6 a las conejas ==
del grupo nfimero IXI. Con la fraccidn final ob-
tenida de la filtracién del semen se insemind

a las conejas del grupo nimero III. Inmediata-



mente antes de la inseminaci6n de cada coneja
con las fracciones ya filtradas, se observé -
que el movimiento individual de los espermato-—
zoides no estuviera inhibida. El movimiento -
del semen filtrado fue de 85%. Inmediatamente
después de la inseminacibn artificial de todas
las conejas se les inyectS a cada una 100 U.I.
de Ganodotropina CoriSnica Humana via vena va-
ginal de la oreja con el objeto de inducir 1la
ovulacién. El grupo de conejas nfimero IV sir-
vi& como grupo testigo. A estas hembras se --
les inseminS con el semen diluido sin filtrar,
el cual al momento del servicio presentd 80% -
de movimiento. La ovulacidn se indujo de mane
ra similar a como se procedi con las conejas
de los otros 3 grupos. La dosis de insemina-~-
cibén fue aproximadamente de 1.5 x 106 de esper
matozoides en el semen filtrado mientras que -
la dosis en el semen sin filtrar fue de alrede
dor 1.5 x 108/ml. de semen.




IV. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen en el cua-
dro siguiente:

Efecto del semen de conejo filtrado a
través de columnas de Sephadex sobre
la distribucifn del sexo de los pro-—

ductos.
GRUPO FRACCION PRODUOCTOS MACHOS| HEMBRAS
TOTAL | MACHOS| HEMERAS % %
I | Primera 20 9 11 45 55
II | Intermedia | 25 10 15 40 60
IIX | Final 20 8 12 40 60
IV | Sin filtrar| 24 14 10 58,33i 41.67
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V. DISCUSION

El1l cuadro muestra que las conejas inseminadas
con la primera fraccibn del filtrado parieron
45% de productos machos contra 55% hembras. --
Esta distribucifn de los sexos no corresponde
2 lo esperado segln muestra hipStesis de acuer
do a la cual los Androespermatozoides por su -
menor tamaio y mayor capacidad de movimiento -
frente a los Ginoespermatozoides serfan los =-
gue eh mayor proporcifn se colectarfan en la -
primera fraccidn del filtrado y por lo tanto -
supuestamente tendrian mayor probabilidad de -
fecundar a los ovocitos, dando como resultado
el nacimiento de una mayor proporcién de ma- -
chos. Sin embargo las conejas inseminadas con
la fraccibn final de filtrado, en el que su-— -
puestamente se encontrarian mayor cantidad de
espermatozoides X, dieron a luz 60% de crfas -
hembras contra 40% de machos lo que est& de --
acuerdo con nuestra hip6tesis de que los esper
matozoides X por su tamafic y menor capacidad -
de movimiento serfan los que en mayor porpor--
ci6én se encontrarfan en la fraccibén final, con
duciendo asi a un mayor nfimexo de gazapos ma--—
chos en las hembras inseminadas con dicha frac
ci6n. En las hembras inseminadas con la frac-
cién intermedia del filtrado se esperaba una -
relacifn de los sexos de 50:50% no obstante --
los resultados obtenidos fueron 40% machos y -
60% hembras.

De los resultados obtenidos no es posible infe
rir que realmente tuvo lugar una separacibn de
los espermatozoides "X" e "¥Y", incluso en el -~
caso de la fraccibn final, ya que debido al --
poco nlGmero de conejas de que se dispuso y al
poco nGmero de productos obtenidos no fue posi

ble someter los resultados a un andlisis esta~
dfstico.
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VI. CONCLUSIONES

Mediante la té&cnica utilizada en este txabajo
no fue posible modificar en un alto grado la -
relacifén del sexo de las crias. Esto signifi-
ca que probablemente no se efectu$ una separa-
ci&n de espermatozoides "X" e "Y" de acuerdo
a la hipStesis sustentada.

Para tener un fundamento estadistico de -
hasta gque punto es posible lograr una desvia--—
cifn en la relacibn del sexo de los productos
mediante la filtracifn de semen de conejo €Nl --
Sephadex,; se sugiere repetir el experimento --—
con un nGmero mayor de animales.
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