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RESUMEN

ROJAS NAVA YARA GRACIELA. Centrifugacién de semen ovino
para su sexado en Ficoll-diatrizoato de sodio y uso en la
inseminacidén artificial. (Asesores: MVZ MC Dra. Marila de
Lourdes Juarez Mosqueda, MVZ MPA Dr. Octavio Vicente
Mejia Villanueva)

El objetivo de este trabajo fue obtener el
enriquecimiento de la poblacidén de espermatozoides X del
semen de carnero, utilizando para ello la centrifugacidn
en gradientes de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio,
validando la técnica ©por inseminacién artificial vy

citometria de flujo.

Se utilizaron 24 borregas (10 de la raza hampshire, con
una edad promedio de 1 afio y 14 de la raza suffolk, con
al menos un parto y edad entre 3 y 4 afios), las cuales
fueron sincronizadas con esponjas vaginales impregnadas
con 20 mg de acetato de fluorogestona (FGA) y al retiro
de éstas, inyectadas con 200 UI de Gonadotropina
Coridénica Equina (eCG). Las ovejas del grupo uno (n=10)
fueron inseminadas cervicalmente con semen fresco no
sexado y las del grupo dos (n=14) fueron inseminadas
también cervicalmente pero con semen fresco sexado. Las
hembras en ambos grupos fueron inseminadas a celo

detectado, con una dosis de 120 x 10° de espermatozoides



envasados en pajillas de 0.25 ml. E1 diagnéstico de
gestacién se realizdé entre el dia 30 y 35 después de 1la
inseminacién, wutilizando para ello el wultrasonido de
imagen y el sexo de las crias se determiné al nacimiento.
La fertilidad para 1las ovejas inseminadas con semen
sexado fue 50% mientras que para las inseminadas con
semen no sexado fue de 60% no habiendo diferencia
significativa (P>0.05).La prolificidad entre ambos grupos
tampoco fue significativa (P>0.057). El1 sexo de las
crias fue evaluada con una prueba exacta de Fisher, vy

aungque el numero de hembras fue mayor en el grupo 2, no

hubo diferencia significativa (P>0.05).

Al evaluar la técnica con citometria de flujo se obtuvo
un 68% de enrigquecimiento de la poblacidn de
espermatozoides X, lo cual es comparable con el numero de
hembras nacidas por inseminacién, por lo tanto 1los
resultados obtenidos sugieren que la centrifugacidén en
gradientes de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio
produce el enriquecimiento de la poblacidén de
espermatozoides portadores del cromosoma X; por ello es
necesario continuar estandarizando la técnica, asi como
incrementar el nuUmero de hembras inseminadas para lograr

obtener diferencias estadisticas.



1. INTRODUCCION

En los mamiferos el sexo estd determinado por 1la
presencia de los cromosomas sexuales, siendo los machos
heterocigotos (XY) y las hembras homocigotas (XX). En el
proceso de divisién celular de los gametos (meiosis), el
material genético debe reducirse y volverse haploide, a
fin de que la fecundacidén restaure el complemento
diploide. Durante la meiosis, las hembras sdélo producen
un tipo de ovocitos que portan el cromosoma X, mientras
que los machos producen dos diferentes espermatozoides:
los que 1llevan el cromosoma X vy los gque 1llevan el
cromosoma Y.' Por 1lo que en otras palabras, la clave de
la determinacién del sexo es la diferencia de 1los
cromosomas sexuales entre los dos sexos, siendo en el
caso de los mamiferos el macho el responsable de
ello.b *°

En el caso de los machos, la presencia del cromosoma Y
desencadena una serie de eventos fundamentales y
temporalmente especificos que garantizan la
diferenciacidén sexual del aparato reproductor, entre 1los
que se encuentran la secrecidén del antigeno HY, 1la
activacién del gen SRY y la secrecidén de testosterona y

4

dehidrotestosterona.” Mientras que la masculinizacidén del



sistema nervioso, a nivel hipotaldmico, ocurre gracias a
la secrecién de estrégenos.’

La diferencia en el contenido de DNA entre el cromosoma
sexual X y el Y ha sido la base de las tecnologias para
el sexado de semen, ya que el cromosoma X contiene més
DNA que en el cromosoma Y.?> Ademds, existen variaciones
entre especies en este contenido, por lo que en 1los
bovinos los espermatozoides X tienen un 3.8% mas de DNA
que los Y, en los cerdos un 3.6%, en la chinchilla el
7.5%, en los humanos un 2.8%, en conejos el 3.0%, en
caballos 3.7% y en los ovinos un 4.2%.°

En el &rea de la zootecnia, el empleo de la seleccidédn del
sexo a través del sexado de semen puede tener muchas
aplicaciones, por ejemplo, en animales de compafiia como
seria el caso de los caballos, los perros y los gatos, el
nacimiento de un determinado sexo puede preferirse por
fines emocionales. En el caso de los animales
especializados en el deporte, como serian perros y
caballos de carreras, se prefieren 1los machos porque
generalmente son mas veloces; mientras que en el caso de
los animales destinados a actividades cinegéticas
(caceria), se prefiere también a los machos por ser mas

grandes y generar astas o cuernos mas vistosos.’



Adicionalmente, el sexado de semen podria ser empleado
para los nichos biotecnoldégicos como la produccidén de
animales transgénicos o clonados, ya dque podrian tener
importantes aplicaciones para el descubrimiento de nuevas
drogas y la produccidén de proteinas especificas, asi como
para mejorar algunas caracteristicas productivas o para
favorecer la resistencia a enfermedades.® En el caso de
la fauna silvestre, podria ayudar a la conservacién de
especies en peligro de extinciédn, favoreciendo el
incremento del sexo deseado en programas de reproduccidn
asistida in situ.® ?

Por otra parte, esta tecnologia abre campo para la
investigacidén, ya sea para la reduccidén de costos en 1la
determinacién del sexo, en el estudio del manejo y la
criopreservacién del semen sexado, asi como en la
determinacién de las técnicas para la inseminacién
artificial y de la cantidad necesaria de espermatozoides
sexados, que garanticen una fertilidad adecuada en las
hembras inseminadas.’

De manera particular en la ganaderia, los intentos por
determinar el sexo de la progenie se ha convertido en una
de las principales metas para mejorar 1los programas
reproductivos, ya que se tiene la necesidad de producir

10, 11

individuos de sexo conocido. La aplicacién de esta



tecnologia depende del costo, la eficiencia y facilidad
de su uso. *!

Desde hace varios afios se han establecido y desarrollado
diversas técnicas para la separacioén de los
espermatozoides portadores del cromosoma X o Y, como
seria la electroforesis, la velocidad de sedimentacidén vy
el enfoque isoeléctrico entre otros.'? Por ejemplo de los
estratos espermdticos separados en columnas de albumina
se obtienen de 75 a 80% de espermatozoides Y, mientras
que la filtracidédn en columnas de sephadex enriquece 70-

13 También, a través

75% la poblacidédn de espermatozoides X.
de procedimientos inmunoldégicos se han separado los
espermatozoides X 'y Y, mediante la utilizacidén de
anticuerpos contra el antigeno HY, codificado en los
espermatozoides portadores del cromosoma y.r 1t

Aunque todos estos métodos estdn basados en criterios
légicos, no han producido hasta el momento resultados
aceptables en la preseleccidén de los espermatozoides. Sin
embargo, la determinacién de las diferencias en cuanto al
contenido de DNA entre los espermatozoides qgque portan el
cromosoma X o Y, permiten el uso de la centrifugacidn en
gradientes de diferente densidad o la citometria de

flujo.'" Esta tltima se basa en analizar la cantidad de

luz emitida por cada espermatozoide, cuando el colorante



con afinidad al DNA (previamente afiadido a la célula) es
impactado por 1luz ultravioleta proveniente de un rayo
laser. Asi, se ha determinado que la fluorescencia de los
espermatozoides que portan el cromosoma X eSs mayor que en
aquellos dque portan el cromosoma Y, esta diferencia
detectada por el equipo de citometria de flujo permite

' Una de las limitaciones

separar a los espermatozoides.
de esta tecnologia es el reducido namero de
espermatozoides sexados, va que el maximo de
espermatozoides sexados por hora no es mayor a 4 millones
en cada fraccién X o Y, lo que 1implica gque producir
pajillas de semen sexado para la inseminacidén artificial
es muy lento y costoso.'

Recientemente Vazquez'® realizé un trabajo sobre sexado de
espermatozoides de bovino mediante la centrifugacidédn en
gradientes de densidad, en donde ademéds utilizdé para su
validacién, técnicas como el PCR-tr, la hibridacién in
situ, la tincidén con gquinacrina y la densitometria oéptica
en geles de agarosa. En dicho trabajo menciona que
mediante la centrifugaciédn en gradientes de Ficoll-
diatrizoato de sodio es posible el enriquecimiento de la
poblacibén de espermatozoides X.

Con base en 1lo anterior, se pretende sexar semen en

ovinos de pie de <cria, mediante la centrifugacidén en



Ficoll-diatrizoato de sodio, para obtener hembras de

reemplazo genéticamente superiores.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Determinacién del sexo a través de la historia y

la mitologia

La determinacién del sexo en la antigiiedad contiene una
mezcla de conocimientos basados en la mitologia o en la
supersticién'®, ya que desde entonces se ha buscado una
explicacidén para determinar el sexo masculino %

femenino.?!’

La idea de que el semen contiene una fuerza vital es
comin entre los chinos, los indios, los griegos, asi como

para los gnbésticos y muchos pueblos de Oceania.’®

Por ejemplo, en la cultura egipcia el desarrollo de los
conocimientos en relacién al diagnéstico temprano del
embarazo fueron sobresalientes, ellos trataban los granos
de trigo y cebada con la orina de las mujeres gravidas vy
los mezclaban con arena y datiles: de tal forma que si
los granos gque germinaban (por la accidén de la hormona
hCG) eran los del trigo el hijo seria vardn, si soélo
crecia la cebada seria mujer. Este método tenia una
precisién del 40%, y se mantuvo durante largo tiempo,

8



debido a que Hipdécrates lo adoptd y se utilizd en gran

parte del mundo. *°

En la época de la antigua Grecia, la opinidén del fildsofo
Parménides menciona que las semillas que engendran a los
futuros hijos se producen exclusivamente en el hombre,
que las crea masculinas y femeninas, las primeras del
testiculo derecho y las segundas en el izquierdo, vy
normalmente, las masculinas se asentarian en la parte
derecha del utero, gque es también la masculina, y las
femeninas en la izquierda, produciendo un afeminamiento o
masculinizacién del embridén si se sentase el germen en el

lado opuesto al de su sexo.?’

Otro fildésofo de esa época, Anaxagoras, también se
aventuré a afirmar que los espermatozoides producidos por
el testiculo derecho daba lugar a machos, en cambio, los
del izquierdo a hembras, esta creencia se mantuvo hasta
el siglo XVIII, con lo que en aquella época no era
descabellado proponer la extraccién quirtargica del
testiculo izquierdo para evitar la descendencia femenina;
en cambio, el médico griego Hipdcrates pensaba que tanto
el semen masculino como el femenino se mezclaban y se

producia un feto del semen del sexo més fuerte. 20,21



Lo cierto es que a lo largo de los afios se han llevado a
cabo muchas précticas, siempre con la misma finalidad de
favorecer la generacidén de machos o hembras; entre otras
tenemos: recitar poemas durante el coito, programar las
relaciones en funcién a las fases lunares, colgar los
pantalones en un lado u otro de la cama®!, la posicién
durante el acto sexual (norte/sur) ** e incluso la ingesta

de ciertas dietas.?’

2.2. Sexo Cromosdémico

A principios de 1910 fue observado en los mamiferos los
cromosomas sexuales??; para 1990, Andrew Sinclair demostrd
que el efecto de masculinizacidédn del cromosoma Y se debia
a un gen que denominaron SRY (Regidén del cromosoma Y
determinante del sexo, por Sex-determining region Y )?;la
importancia de este gen es que proporciona la sefial
inicial que causa la transformacidén de la gdbnada
indiferenciada en testiculos, conductos genitales vy
caracteres sexuales masculinos, mientras que en la
hembra, es la ausencia del gen SRY lo gque permite el

desarrollo del aparato genital femenino.?’

Hoy sabemos que el sexo cromosdmico del embridn estéd

determinado por el tipo de espermatozoide que fecunde el

10



6vulo durante 1la fecundacidén. Por consiguiente, es el
padre no la madre, quien determina el sexo del embrién.®
Asi, la fecundacidén producida por un espermatozoide con
carga cromosdémica X da por resultado un cigoto XX, el
cual se desarrolla en una hembra, en tanto que la
fecundacidén dada por un espermatozoide Y producirda un
cigoto XY, que se desarrollard en un macho. Si bien, 1la
proporcidén de sexo al momento de la fecundacién
(proporcidédn de sexo primario) deberd ser de 1.00 (100
machos por cada 100 hembras) %, es bien conocido que en

la especie humana nacen un mayor numero de varones que de

nifias en todos los paises.25

AGn hoy en dia existe todavia gran controversia, debido a
que muchos bidélogos evolucionistas sugieren que en 1los
mamiferos la hembra puede tener un rol en la influencia
del sexo de los hijos a través de cierta concentracidédn de
glucosa y testosterona, ademds de gque una buena condicidén
corporal, podrian ser factores que influyan en la

determinacidén del sexo (més hembras que machos) 27,

11



2.3. Aplicacién del sexado de semen

2.3.1. Humanos

La aplicacidén de la seleccidn del sexo en humanos, podria
eventualmente tener un propdsito lucrativo, pero existen
muchos cuestionamientos éticos en diversas culturas7, lo
cierto es que tendria un alto potencial benéfico. Como
por ejemplo, en el diagndéstico de enfermedades genéticas
ligadas al sexo, como la hemofilia o distrofia muscular?®;
o la deteccidén temprana de desdrdenes en el embridn en
desarrollo. Ello permitiria la seleccidn y transferencia
de salud en la concepcidén desde el ﬁterom, o simplemente

para balancear la proporcién familiar.?’

2.3.2. Animales de compaifiia

La alta estima de caballos y perros puede ser un factor
dominante para preferir un sexo. Por ello es deseable
lograr la eficiencia en la congelacidén de semen sexado
para mantener una preservacidén de la descendencia de una

mascota estimada.’’

12



2.3.3. Animales de vida salvaje
La preseleccién del sexo forma parte de los esquemas
genéticos para disminuir la consanguinidad y para

generar individuos del sexo deseado.?®

Numerosas aplicaciones a través de pocos afios se han
logrado en varias especies en peligro de extinciédén, tales
como la re-problacién®’ de animales de zoolbgico v

acuaticos.?

Recientemente, la primera preseleccién del sexo en crias
en especies de vida salvaje fue reportada tras la
inseminacién de una hembra alce con semen sexado

descongelado.33

Aunque, la aplicacidén del sexado de semen
en la crianza de animales de vida salvaje es limitada,
debido a la problemdtica para la obtencién del semen de
los machos cuando no se tienen cerca, esto puede ser
facilitado al congelar pajillas con espermatozoides vy

después ser descongeladas.w’ 33

En los primates (babuino,
el mono pequefio de América del sur, chimpancés y el
gorila occidental), utilizando semen congelado en
pajillas, después de remover el criodiluyente se observd
una alta movilidad progresiva de los espermatozoides y el

acrosoma intacto.>?

13



2.3.4. Animales para Deporte

Incluye a muchas especies «como 1los alces, galgos,
caballos y camellos. En los animales para caceria los
machos son vistos como trofeos vy apreciados por su
belleza mas que las hembras’; sin embargo estas Ultimas
se necesitan para la produccidén y crianza de machos para

éste fin.>®

2.3.5. Investigacién

En muchas &reas de investigacidén, la predeterminacidédn del
sexo puede reducir los costos; en parte, por medio de la
disminucidén del numero de animales requeridos en un

estudio.

2.4. Ventajas del sexado de semen

La preseleccidén del sexo se planted como una herramienta
para acelerar los procesos genéticos, obteniendo progenie
de un sexo determinado proveniente de padres con
caracteristicas raciales; como productivas, altamente

seleccionadas.’®

A nivel de campo el uso de semen sexado, a buen costo,

disminuiria los partos distdécicos en las hembras de

14



reemplazom, asi como los costos de inversidén en pruebas

de progenie 'y permitiria obtener m4s hembras de
reemplazow; ademds puede ser usado para seleccionar a 1los
mejores ejemplares, empleando semen sexado de individuos

con calidad genética probada.'’

Adicionalmente, la obtencidén de crias del sexo deseado
ofrece las ventajas de la diferencia en el wvalor de
machos y hembras para propdsitos especificos del

mercado”, como carne o leche.>®

En combinacidén con otras tecnologias disminuye el riesgo
de enfermedades transmisibles y la reduccién en costos de

transporte en pie.>’

El beneficio del semen sexado en la industria porcina,
bovina vy ovina, representa un gran potencial en la
ganaderia para producir las bases del sexado de semen.?’
La utilizacidén de Practicas Reproductivas Asistidas (ART)
para la produccién de semen sexado en la ganaderia,
dependerd de la eficiencia economia, efectividad vy

1 Es decir, el uso extenso de esta

facilidad en su uso.*"
tecnologia podria incrementarse si se consideran estos

factores y si ésta es mejorada para llegar a aprovechar

las demandas del mercado.®’

15



2.5. Técnicas utilizadas para el sexado

Hasta la fecha, se han producido millones de crias con
sexo seleccionado en una vasta variedad de especies“,
tales como conejos4% cerdos4% bovinos“, ovejas4%
humanos4% caballos4i bﬁfalos4a alces3% delfines“,
perros48 y gatos4% sin embargo el uso del sexado del

esperma es una tecnologia con varias dificultades.®’

Diferentes criterios han sido utilizados para la
separacidén de los espermatozoides portadores del
cromosoma X O YM, tales como tincidén de quinacrina,
descrita por Pearson®® en 1970, basada en la fluorescencia
del cuerpo F en el espermatozoide del ser humano.
Roberts®! en 1940, menciona que en el caso del ser humano
un cambio en el pH de la vagina puede influenciar en el
sexo de los hijos.

El uso de la electroforesis para separar las poblaciones
de espermatozoides del semen de conejos fue empleado en
1972 por Gordon.’? Mientras que Steeno® en 1975 introduce
la utilizacidén de columnas de sephadex para la separacidn
de las poblaciones espermaticas del bovino, logrando el
enriquecimiento del 54% de espermatozoides X y del 70% de
espermatozoides Y. Otro método utilizado fue el

inmunoldégico,basado en el antigeno de histocompatibilidad

16



(H-Y) 23 gque se encuentra sobre la superficie de las
células del macho, pero no de la hembra.>*

La velocidad de “nado” fue reportado por Ericsson en
1973, quien observé mayor movilidad en una fraccidén de
espermatozoides de humano, los cuales fueron aislados al
colocar el semen en un colchdén de albumina sérica bovina
(BSA), en donde los espermatozoides migraban a través del
medio. >’

Por su parte, la técnica de centrifugacién en gradientes
de densidad es basada en la diferencia de densidad que
existe entre los espermatozoides X y Y?’; la examinacién
de esta variacidén entre varias especies de mamiferos
reveld que existe diferencia en el contenido de DNA que
va de 2.5% a 4.5%%%, ademas de que el cromosoma X es
entre 2.9% y 4.2% mas largo gque el cromosoma Y, siendo la
diferencia de densidad entre el cromosoma X y Y de 0.0007
g/cm’, lo que hace la separacién tedricamente posible.'®
Kaneko®® en 1984, empleando gradientes de Percoll separa
por diferencias en densidad, los espermatozoides Y del
ser humano, validando el enriquecimiento por la presencia
del cuerpo F.

Kaneko”’ % Mohri®® logran la separacioén de los

espermatozoides portadores del cuerpo F del ser humano al

17



emplear el gradiente de densidad con Percoll (con un 97%
de enriquecimiento) y el uso de éstos en la inseminacidn.
Lizuka®’ en 1987 consigue el enriquecimiento de
espermatozoides X del ser humano, empleando también
gradientes de Percoll y su uso para inseminacidén, en
donde 6 de 15 bebes fueron hembras.

Por otro lado, Upreti®® en 1988 wutiliza un gradiente
continuo de Percoll para la separacidén de las poblaciones
espermaticas del semen de bovino, obteniendo dos
fracciones; una de espermatozoides méviles y otra de
espermatozoides no mbéviles con morfologia anormal,
logrando incrementar la primera fraccidén al adicionar al
gradiente una solucidén bufer de bicarbonato (pH 7.4) vy
albimina sérica bovina.

Otras técnicas wutilizadas en la actualidad son, la
colecciébn y transferencia de embriones para su sexado’’,
fluorescencia por hibridacidén in situ6(FISH), sexado con
reaccién de amplificacién isotermal mediada (LAMP) °, e
inyeccién espermatica intra-citoplasmatica (ICSI). °

Por Ultimo, la tecnologia del sexado de semen por
citometria de flujo fue desarrollada en Lawrence
Livermore National Laboratory por el Dr. Pinkel®?, quien

separd nucleos de espermatozoides X y Y de la especie

o\

Microtus oregoni, tomando en consideracidén el 9 de
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diferencia en el contenido de DNA entre los cromosomas
sexuales. Esta tecnologia fue tiempo después implementada
por USDA Beltsville Agricultural Reserch Center para su
aplicacién en la ganaderia.®’

La técnica consiste en teflir el DNA del espermatozoide
con el colorante Hoechst 33342 (bisbenzimidazol
fluorescente), el cual tiene la particularidad de emitir
una fluorescencia azul cuando es sometido a 1la luz
laser®, a mayor cantidad de ADN mayor fluorescencia. Para
poder detectar la diferencia de fluorescencia y separar
la poblacidén de espermatozoides deseados, el citdmetro de
flujo consiste en un circuito cerrado de alta velocidad
de flujo de ligquidos que permite alinear y “leer” a 1los
espermatozoides 1individualmente en microgotas, a una
velocidad de alrededor 80 kilbébmetros por hora. La
fluorescencia que produce cada espermatozoide tefiido es
procesada por un software que permite al operador
seleccionar la poblacidén espermética con minima o méxima
luminosidad, segin el sexo gque se guiera separar. Los
espermatozoides elegidos son cargados eléctricamente,
desviados del flujo original por un campo magnético vy
finalmente recolectados en un tubo para su posterior

congelacién, bt 6°/66, ¢7
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Aunque el sistema parece ser el méds eficiente para la
separacién de los espermatozoides X o Y, presenta
desventajas, entre las cuales estéan, el elevado precio de
las células sexadas, para con ello compensar los costos
de produccidén; bajo numero de espermatozoides viables
después del proceso, 1lo que ocasiona disminucidén de 1los
parametros de fertilidad y la necesidad de contar con

personal altamente capacitado.@ 736, 68,69

2.6. Caracteristicas de Hoechst 33342

Es un fluorocromo usado rutinariamente para medir la
cantidad de DNA en los cromosomas X vy Y en 1los
espermatozoides de los mamiferos para que éstos pueden
ser separados por citometria de flujo; el cual puede
separar a las poblaciones hasta con una diferencia <3% en
el contenido de DNA. '°

El Hoechst 33342 es un colorante sintético fluorescente,
disbenzimidazol, gque contiene 2 anillos consecutivos con
terminal N-metil piperazina y grupos fendélicos elongados.
Esta molécula penetra la membrana de las células y se
une a las bases adenina-timina en la cadena de ADN.’' Es
relativamente soluble al agua vy considerado como un

colorante poco tdéxico, se excita con luz ultravioleta

(uv) . 2 Algunos tipos de células somdticas son mas
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sensibles al Hoechst 33342 que otro tipo de células, por
lo qgue pueden ser afectadas por 1la concentracién del
fluorocromo usada para el sexado del semen (~112uM). 73,74
El DNA del espermatozoide, debido a su compactacidén vy
estabilizacién es relativamente inerte, sin embargo las
concentraciones de 100 pM Hoechst 33342 pueden causar una
paralizacidén en la movilidad espermatica por lo tanto,
hay que considerar que en los espermatozoides como el del
humano el nucleo es mads compacto que el de otras especies
como el del bovino.**

Si bien el Hoechst 33342 es wusado casi de manera
obligatoria en el sexado de las poblaciones de
espermatozoides X y Y, aparentemente porque no causa
problemas detectables fenotipicamente 6, 29, 38, 44, 65 14
cierto es que esta tincién decrece la viabilidad
espermdtica pero si a pesar de eso, después del proceso
de sexado, el espermatozoide mantiene sus caracteristicas

morfo-funcionales pudiendo ser usado satisfactoriamente

en la produccién o después de ser almacenado.’”
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2.7. Fundamento tedérico de 1la Centrifugacién en

gradientes de densidad

2.7.1. Centrifugacién

La técnica se fundamenta en la aplicacién de una fuerza
centrifuga que ayuda a la separacidn de las particulas en
un medio liquido. El porcentaje de sedimentacidén de las
particulas depende de la naturaleza de la particula, del
medio en que encuentran suspendidas, asi como de 1la
fuerza aplicada a las particulas. De este modo, la
sedimentacién va en relacidén al tamafno de la particula vy
un factor importante que afecta el porcentaje de

® Es decir, las

sedimentacidén, es la viscosidad del medio.
particulas méds grandes sedimentan con mayor rapidez que
las pequefias de forma y densidad similar. La tendencia de
las moléculas a sedimentarse durante la centrifugacién se

contrarresta por efectos de la difusidén, gue ocasiona que

las moléculas se redistribuyan de modo mas uniforme.’’

2.7.2. Gradientes

Un medio para gradientes de densidad, estd formado por
dos partes: un soluto y un disolvente. Los gradientes
continuos son aquellos en los que la densidad antes de la
centrifugacién es uniforme en todo el medio vy los

gradientes discontinuos presentan capas de distintas
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densidades, donde la de mayor densidad se encuentra en el
fondo.?*’ Los gradientes deben cumplir ciertas
caracteristicas como: '°

e Poseer un amplio rango de densidad

e No afectar la actividad bioldégica de la muestra
e No ser hipo o hiper-osméticos

e Ficil remocidédn a partir del producto purificado
e No ser sensible al rango de luz UV y visible

e FEconbdmico y accesible

® Que se puedan esterilizar

e No corrosivos, téxico y flamables’®

2.7.3. Medios de separacién utilizados

En la mayoria de los casos, el disolvente utilizado es
una solucidén acuosa amortiguadora cercana al pH
fisioldgico, aunque tanto la composicidén como el pH
dependen de la naturaleza bioldgica de la muestra dque
serd fraccionada, asi como del tipo de gradiente que se
utilizara.’”

Algunos de los solutos empleados en la elaboracidén de

gradientes de densidad son:

e Sacarosa: Disacdrido ampliamente empleado en 1la

separacién % purificacién de muestras bioldégicos
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mediante centrifugacidén zonal. Sin embargo presenta una
alta viscosidad, 1lo que no le permite alcanzar grandes
densidades. La molécula es ademds osmbdéticamente activa,
por lo que no es la mas adecuada para aislar células o
componentes celulares. Por lo demds es barata y de facil
adquisicidén. Otras de sus ventajas es su caracter no

iénico. Se utiliza en el estudio de proteinas.®®

e Ficoll: Polisacarido sintético de alto peso molecular
(400 kDa) .Presenta un alto contenido en grupos hidroxilo
por lo gque tiene una buena solubilidad en medios
acuosos. Ademds no presenta grupos ionizables que puedan
servir de unidén a las muestras. Es estable a pH neutro y
alcalino, pudiendo ser esterilizado en autoclave sin
degradarse, no altera la presidén osmbdética del medio.
Debido a sus propiedades, el Ficoll se ha utilizado para
la separacién de células vy particulas sub-celulares

mediante centrifugacidn zonal.®°

e Percoll: Es una suspensién de particulas (5.15 nm) de
acido salicilico revestidas con un derivado de
polivinilo (polivinilpirolidona, PVP) gque presenta baja
viscosidad a densidades altas, no afecta préacticamente a

la presidédn osmdética del medio y es estable a pH
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comprendidos entre 5 y 10. Es soluble en solucidén acuosa
y estable en ellas siempre que no haya aniones
bivalentes (sulfato), especialmente a bajos pH. El
compuesto puede ser utilizado ©para centrifugaciones
zonales, preformando gradientes, o) bien para
centrifugacidén isopicnica; sin embargo la centrifugacidn
en Percoll, empleando rotores angulares durante 20-30
minutos vy 20000-100000g, produce un ligero gradiente,

independientemente de la densidad inicial del mismo.®°

2.7.4. Centrifugacién en gradientes de densidad

Edward Kuff fue pionero en el uso de la centrifugacidn en
gradientes de densidad, mostrando que esta técnica puede
ser usada para la determinacién del peso molecular en
crudo de un soluto y para el andlisis de fracciones de
particulas sub-celulares.’®

En la década de los 50°s, Myren K. Brakke, desarrolld una
sedimentacidén zonal utilizando un gradiente discontinuo
de sacarosa para la separacidédn del virus de la papa
amarilla enana.’® En un inicio el empleo de los gradientes
de densidad fue limitado, pero su utilidad, como método
de separacién, crecié6 en diferentes campos de la

investigacién biolégica.’’
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En la actualidad, los investigadores emplean la
centrifugacién en gradientes de densidad para aislar
particulas tan diversas como proteinas, virus, células o
sus organelos y actualmente se siguen encontrando nuevas
aplicaciones.?

Una de las mayores ventajas de la centrifugacidn, es que
permite la separacidén de las células, siendo un método

suave que mantiene la funcién de las células.®

2.7.5. Separacién de espermatozoides por centrifugacién

en gradientes de densidad

La separacidén de espermatozoides portadores del cromosoma
Y o X, mediante centrifugacidén en gradientes de densidad
ha generado interés vy controversia desde su primer
reporte8& 8 siendo Ericsson y colaboradores guienes en
1973, utilizando 1la sedimentacidén de espermatozoides
humanos en gradientes de albumina sérica bovina,
reportaron haber separado una fraccidén rica (63%) de
espermatozoides portadores del cromosoma Y°°; mientras que
Rhode separd las fracciones ricas en espermatozoides X y
Y usando la ultra-centrifugacién en gradientes de
densidad de sacarosa.’’

En 1977 Hedge®® reporta la separacién de espermatozoides X

y Y de humano, por medio de centrifugacidédn en gradientes
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de densidad utilizando Ficoll al 8% y 33% de metrizoato
de sodio, obteniendo el enriquecimiento de 62.9% y 45.2%
de espermatozoides X y Y, respectivamente. Mientras que
Shartry obtiene una fraccidén con alta proporcién de
espermatozoides X (hasta un 80.6%), mientras que para 1los
espermatozoides Y el 76%°°. En 2003, Hossepian vy
colaboradores®’ utilizando centrifugacién en gradientes de
densidad con Percoll reportaron la separacién
espermatozoides de bovino portadores del cromosoma X,
con una pureza de 81%, vy manteniendo una viabilidad
comparada a la de espermatozoides no sexados.

En 2009 Véazquez utiliza la centrifugacién en gradientes
de densidad wutilizando Ficoll-diatrizoato de sodio,
utilizando semen de bovino, reportd el 80% de
enriquecimiento de espermatozoides X, validado  por
PCR-tr."”

En 2010, Lbépez®® utilizando la técnica de Vazquez pero
usando semen de ovino, basédndose en el sexo de las crias,
obtiene un 50% de machos y 50% de hembras, reportando que
la técnica de centrifugacidén en gradientes de densidad
Ficoll-diatrizoato de sodio no permitidé enriquecer las
poblaciones de espermatozoides, contrario a lo que

reporté Vazquez'® con espermatozoides de bovino.
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Por otro lado, Chavez en 2011 reporta en su estudio de
evaluacién de 1la viabilidad en 1los espermatozoides de
bovino, después del proceso de sexado, mediante
gradientes de Ficoll-diatrizoato, vy posteriormente al
descongelado de los mismos, gque un alto porcentaje se
mantienen vivos (80.5% y 72.71%, respectivamente),
concluyendo que este método permite obtener porcentajes
de viabilidad aceptables para la posible aplicacién del
semen descongelado en la inseminacién artificial.®®

Desafortunadamente, el uso de la centrifugacidn, para
enriquecer cualquiera de las dos poblaciones de
espermatozoides, no se ha generalizado debido a que no
provee el 100% de confianza y a que los resultados
obtenidos son en ocasiones confusos, contradictorios e

irrepetibles.?®r %8+ 83 86

2.7.6. Utilizacién de Ficoll y diatrizoato de sodio como

gradiente de densidad

El Ficoll 400 es un polimero sintético de sacarosa vy
epiclorhidrina, cuyo peso molecular es de 400,000
Daltons, siendo un compuesto soluble en agua; el
diatrizoato de sodio es un compuesto que se combina con
el Ficoll, formando soluciones de baja viscosidad y alta

densidad. La funcién del diatrizoato de sodio es proveer
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la densidad oéptima para la separacidén y a la vez la
osmolaridad adecuada para mantener la viabilidad de las
células. La mezcla de Ficoll-diatrizoato de sodio (12
partes de Ficoll al 14% y 5 partes de diatrizoato de
sodio al 32.8%) contiene una osmolaridad 280 a 308 mOsm y
una densidad final a 1,077 £+ 0,001 g/ml, siendo utilizado
principalmente para la separacién de componentes
sanguineos.?’

Con el empleo de este tipo de gradiente de densidad, la
cantidad de células a procesar debe guardar proporcidn
con el volumen y la altura del medio de separaciédn; el
aumentar la altura del estrato celular, con respecto a la
altura del medio, aumentard la contaminacidédn en la
interfase. Por esto, el didmetro del tubo es un factor
importante para establecer el volumen o6ptimo para
fraccionar. Para aumentar el tamafio de la muestra, es
preferible aumentar el didmetro del tubo, tratando con

ello de no variar la altura de las capas de medio y de

las células.?
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2.8. Inseminacién Artificial (IA)

La primera inseminacién con éxito en mamiferos fue
llevada a cabo por el Dr. Italiano Lazaro Spallanzani, en
1784 en perros.19

La IA es una técnica cuya virtud fundamental es
incrementar notablemente el uso de un reproductor91 YV,
aplicada con otras tecnologias, se convierte en una
herramienta Util para hacer mas eficientes los procesos
reproductivos de las diversas especies domésticas de
interés productivo, como bovinos, ovinos y porcinos.30
Ademads la IA es una de las técnicas wutilizadas para
evaluar el grado de separacidén de las dos poblaciones de
espermatozoides, es decir para la evaluacién de 1la
relaciédn de sexos de las crias nacidas de las hembras
inseminadas con las fracciones ricas en espermatozoides X
o Y, aungque esta es la Ultima opcidn para realizar 1la
validacién del sexado del semen.°?

En el caso del semen sexado por citometria de flujo, en

la mayoria de los reportes se menciona la obtencidén de

una baja fertilidad después de la IA.”’

2.9. Aplicacién del sexado en la Industria Ovina
La demanda de ©proteina animal se ve incrementada

dependiendo del nivel econdémico y preferencia en una
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poblacién%, de esta manera, la necesidad en México,
obliga al MVZ a producir mas alimento de una forma més

eficiente.”

Por tal motivo los objetivos de la produccidn
ganadera se ven sometidos a una réapida evolucidn, por 1lo
cual necesita de progreso continuos en todas las
disciplinas, una de ellas, es la reproduccidn animal.”
Los ovinos son una fuente 1importante de proteina de
origen animal gue poseen numerosas ventajas lo que 1los
sita en un lugar ©preponderante en la produccidn
pecuaria.’®

La seleccidén de espermatozoides para la preseleccidn del
sexo es considerado uno de los mayores avances en la
biotecnologia de la reproduccidén. Actualmente sdélo en los
bovinos las crias de sexo conocido son obtenidas a nivel
comercial usando la tecnologia del sexado (citado por
Vazquez) .

Debido a las diferencias anatdémicas vy fisioldgicas,
reproductivas entre cada especie, una de las limitaciones
de la comercializacidén de semen sexado se ha asociado a
la vida media wviable del espermatozoide en el tracto
genital de la hembra.’® En la especie ovina, el alto nivel
de alteraciones en las proteinas de la membrana

espermatica, producto del sexado del semen, tienen poca

interferencia para el trasporte del espermatozoide del
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cuerpo uterino al oviducto, obteniendo un buen nivel de
fertilidad.?’ Sin embargo, en especies como los cerdos vy
caballos los cambios en las proteinas pueden cambiar 1la
forma de interaccién del espermatozoide con el ambiente
del Gtero.?’

Por otra parte el mejoramiento de esta tecnologia y el
entendimiento de su gran impacto bioldégico han facilitado
los avances en el sexado de espermatozoides por
citometria de flujo en la oveja, mostrando que el sexado
de semen es capaz de obtener una poblacidén de
espermatozoides funcionalmente superior, en términos de

funciones in vitro o in vivo.>’
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3. JUSTIFICACION

Hasta el momento, el uso del citdémetro de flujo para el
sexado de espermatozoides ha demostrado ser la Unica
opcidén eficiente para tal fin, pero debido a su elevado
costo se busca encontrar una metodologia déptima que pueda
ser accesible y de bajo costo para ser empleada en grades
escalas para uso comercial.

Una reciente investigacidén, sefiala que la separacidn de
espermatozoides de bovino por centrifugacidn en
gradientes de Ficoll-diatrizoato de sodio, ofrece
resultados favorables para el enriquecimiento de la
poblacidén de espermatozoides con cromosoma X.

El presente trabajo pretende aplicar 1la técnica de
centrifugacién en colchones de Ficoll-diatrizoato de
sodio para obtener un enriquecimiento de la poblacidén de
espermatozoides X utilizando semen de ovino y validar la
técnica por citometria de Flujo e Inseminacién

Artificial.
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4. HIPOTESIS

El enriquecimiento de la poblacidén de espermatozoides X
del semen de carnero, por la técnica de centrifugacién en

Ficoll-diatrizoato de sodio, permitird obtener un mayor

namero de crias hembras en ovejas inseminadas
artificialmente.
5. OBJETIVOS

e Obtener el enriquecimiento de la poblacidén de
espermatozoides X de ovinos por medio de la técnica
de centrifugacidén en Ficoll-diatrizoato de sodio.

e Determinar la fertilidad y la prolificidad de 1las
hembras con estro sincronizado e inseminadas
cervicalmente con una dosis de semen fresco sexado y
no sexado.

e Comparar la proporcidén de crias hembras y machos en
las ovejas 1inseminadas con el semen sexado Yy no
sexado a una concentracién de 120 x 10°.

e Evaluar el enriquecimiento de la poblacidédn obtenida,
después del sexado del semen en colchones de Ficoll-

diatrizoato de sodio por citometria de flujo.
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6. MATERIAL Y METODO

El presente trabajo se 1llevd a cabo en el Centro de
Ensefianza, Investigacién y Extensidédn en Produccidén Ovina
(CEIEPO), ubicado en el km 53.1 de la carretera federal
México-Cuernavaca en el municipio de Huitzilac, Morelos y
en el Departamento de morfologia, ambos pertenecientes a
la Facultad de Medicina Veterinaria vy Zootecnia de 1la

UNAM.

Se utilizaron 14 borregas adultas de raza suffolk, con al
menos un parto de entre tres y cinco afios de edad y; 10
borregas de la raza hampshire con edad promedio de 1 afio.
Las hembras fueron divididas en dos grupos: 10 de las
borregas de la raza suffolk fueron inseminadas
cervicalmente con semen fresco no sexado a una dosis de
120 x 10° espermatozoides (grupo 1); las cuatro restantes
de la misma raza y las borregas de raza hampshire fueron
inseminadas cervicalmente con semen fresco sexado también

a una dosis de 120 x 10° (grupo 2).

Los procesos gue se mencionan a continuacidén @ se

realizaron en CEIEPO.
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6.1. Sincronizacién de borregas

El grupo 1 (n=10) y el grupo 2 (n= 14), fueron
sincronizadas a principios del mes agosto de 2010,
habiendo un dia de diferencia entre cada grupo, para tal
efecto se colocaron esponjas vaginales impregnadas con 20
mg de acetato de fluorogestona (FGA) , (Chrono Gest®
Intervet), con ayuda de un espéculo (figura 1); para
reducir el mal olor y acumulo de secreciones vaginales
antes de colocar las esponjas se les adiciondé un ungiliento

(Bovoflavina® Intervet).

A los 12 dias después de colocadas las esponjas fueron
retiradas vy se les aplicdé a las hembras 100 UI
Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) intramuscular

(Folligon® Intervet).

A los dias 13 y 14 se detectaron las hembras en celo,
esto por la mafiana y por la tarde y con ayuda de un macho
celador al que le fue colocado un mandil para cubrir el

pene.
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Figura 1. Material utilizado para colocar las esponjas
vaginales (A, B, C: aplicadores para esponjas, D: esponja
vaginal.

6.2. Toma de las muestras de semen

Se utilizdé el semen de 2 carneros de raza suffolk y 1 de
raza hampshire de fertilidad probada; el semen fue
colectado por medio de una vagina artificial, previamente

se realizdé la limpieza del pene y del prepucio.

Uno de los sementales de raza suffolk se utilizd para
inseminar a las hembras del grupo 1 (semen fresco no
sexado) y el otro semental de la misma raza se utilizd
para inseminar a las hembras de la misma raza

pertenecientes al grupo 2 (semen fresco sexado), mientras
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que el resto de las hembras de este Ultimo grupo fueron
inseminadas con el semental de raza hampshire.

Para la 1inseminacidén con semen fresco sexado se
obtuvieron 2 eyaculados de cada macho (suffolk vy
hampshire), mientras que para la inseminacién con semen

fresco no sexado sbélo se necesitd de un eyaculado.

6.3. Preparacién de las dosis de semen fresco no
sexado

Una vez obtenido el eyaculado se puso en bafio maria a
37°C. Se tomdé wuna gota de semen, se colocd en una
laminilla y se observdé al microscopio para determinar 1la
movilidad en masa de los espermatozoides; también se
evalué el volumen y color. La concentracidn espermatica

fue determinada por medio de la cédmara de Neubauer.

Una vez determinada la concentracién de espermatozoides
por ml se estimdé el nUmero de dosis a obtener de cada
eyaculado, para ello se divididé la concentracidén de 1los
espermatozoides méviles entre el namero de
espermatozoides a inseminar (concentracidén por dosis). El
volumen final, constituido por el diluyente méads el semen
eyaculado, se obtuvo al multiplicar el nUmero de dosis

por el volumen de cada dosis (0.25 ml).°®
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No. de dosis = Concentracidén de espermatozoides mobdviles
Concentracidén dosis a inseminar

Volumen final = nUmero de dosis X volumen de cada dosis
Cantidad de diluyente a agregar = volumen final - volumen
eyaculado

Como diluyente de los espermatozoides para la

inseminacidén se utilizdé 40 ml del diluyente comercial
(Triladyl®, minitib), 40 ml de yema de huevo y 120 ml de

agua tri-destilada.

6.4. Transporte de semen

Una vez colectado el semen de los carneros, para el
sexado de los espermatozoides, se les adiciondé wuna
solucién conteniendo (Hidroximetil aminometano), (Trizma
base 300 mM, fructuosa 27.8 mM, &cido citrico 27.8 mM),
pH 7.4, a una dilucidén de 1:1 y se colocd en bafio maria a
37°C en un termo para ser transportado al Departamento de

morfologia de FMVZ-UNAM.

Los siguientes procedimientos se realizaron en el

Departamento de morfologia.
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6.5. Centrifugacién en gradientes de densidad de
Ficoll-diatrizoato de sodio

Como ya fue mencionado, las muestras fueron transportadas
al laboratorio del Departamento de morfologia en tubos
falcones graduados, al llegar fueron traspasadas a tubos
de ensaye de vidrio de 15 ml y se cubrieron con papel
aluminio para conservar el calor y evitar cambios bruscos

de temperatura.

Una gota del semen de los eyaculados fue colocada en un
portaobjetos (previamente precalentado en una termoplatina

a 32°C) y se observd la movilidad.

Para el gradiente de densidad el Ficoll (PM 400 Sigma-
Aldrich) se prepard al 8% en Solucidén Buffer de fosfato
(PBS) y el diatrizoato de sodio (Sigma-Aldrich) al 32.8%

también en PBS.

La muestra de semen se centrifuga a 2500 rpm durante 5
min, para eliminar el plasma seminal y la solucidén que le
fue adicionada para su trasporte. Una vez centrifugado se

resuspendidé el semen en PBS.

Para determinar la concentracidédn espermdtica 500 ul de
solucidén Tritén al 1% y 25 pl de semen fueron re-

suspendidos en un tubo Eppendorf, se homogenizaron y se
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colocan 20 pl de la suspensidédn espermética en una cémara
de Neubauer, y la concentracidén espermética fue ajustada

a 160 x 10°/ml con PBS.

Un total de 48 gradientes fueron preparados; en donde
cada gradiente fue preparado con 2.4 ml de Ficoll-PBS al

8 mds 1 ml de diatrizoato de sodio-PBS al 32.8%%°

o°

colocados en tubos de ensaye de vidrio de 10 ml vy
mezclados, delicadamente sobre el colchdén se colocd 1la
muestra espermdtica a una concentracidén de 160 x
10°células/ml. Las muestras fueron centrifugadas a 750
rpm durante 15 minutos. Después de la centrifugacidn se
observaron tres interfases, asi como una pastilla en el
fondo del tubo, las pastillas fueron recuperadas mediante
aspiracién con una pipeta Pasteur y colocadas en un tubo
de ensaye de vidrio de 10 ml, re-suspendidas en PBS vy
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos y se

procesaron para ser empajilladas.

6.6. Viabilidad espermatica por tincién vital eosina-
nigrosina
Para determinar la viabilidad de 1los espermatozoides

antes y después del sexado se utilizé la técnica de
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eosina-nigrosina (E-N), descrita por Dott vy Foster”’” en

1972.

Esta evaluacidén sb6lo se realizd para el semen de uno de

los macho suffolk utilizado para las hembras del grupo 2.

En un tubo Eppendorf se colocd 200 pl de eosina-nigrosina
(eosina 0.167 gr, nigrosina 1 gr, citrato de sodio 0.29
gr, agua destilada cbp 10 ml), dejando atemperar a 37°C
por 5 minutos, después se toman 10 pl de la muestra de
semen y se le adiciondé 80 pl de eosina-nigrosina para
obtener una dilucién de 1:8 y se dejdé incubar durante 5
minutos. Trascurriendo este tiempo se elaboraron frotis
en portaobjetos atemperados a 37°C, se dejaron secar al
aire y se montaron con resina y cubreobjetos para el
conteo posterior de 200 células al microscopio de luz,
diferenciando entre vivos (no tefiidos) y muertos (total o

parcialmente tefiidos). 100

6.7. Elaboracién de las pajillas de semen sexado
Una vez recuperando las pastillas del semen centrifugado
para su sexado en gradiente de densidad Ficoll-

diatrizoato de sodio, se tomé una gota del semen
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colectado, se colocd en un portaobjetos y se observd al
microscopio para determinar la movilidad progresiva.

Para determinar la concentracidn espermdtica se tomaron
25 pl de semen y 500 pl de tritén al 1% en PBS, se
colocaron en un tubo Eppendorf, se homogenizaron y una
gota fue colocada en una camara de Neubauer. La
concentracién se ajustd utilizando el diluyente comercial
(Triladyl® minitiib) para obtener una concentracién de

120 x 10° para pajillas de 0.25ml.

6.8. Transporte de semen al CEIEPO

Una vez sexado el semen se colocd en un tubo de ensaye de
10 ml, se selld con papel parafina (Parafilm®, laboratory
film), se envolvidé en papel aluminio y se le colocd en un

termo a una temperatura 32°C aproximadamente.

6.9. Inseminacién cervical de las borregas

La inseminacidén artificial se llevdé a cabo entre 10 y 12
hrs después de haber sido detectadas las hembras en celo;
en el caso del semen sexado transcurrieron

aproximadamente 7 hrs de haber sido colectado el semen.
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Para la inseminacién las borregas fueron colocadas sobre
un potro, de tal manera que se facilitara la visidén para
el inseminador y de mantener lo mas cdémodo posible al
animal.

Una vez colocadas las hembras sobre el potro se introdujo
un vaginoscopio, previamente lubricado con un producto
para uso humano KY®, hasta localizar el cérvix,
introduciéndose entonces el aplicador de pajillas y se
depositd el semen delicadamente en la entrada del cérvix

(os externa). %

6.10. Diagnéstico de gestacién

Este se realizd entre los dias 30 y 35 posterior a la
inseminacién artificial, para confirmar el diagndéstico de
gestacién se utilizdé6 un ultrasonido de imagen con

transductor de 3.5 MHz.

6.11. Analisis estadistico

Fue evaluado el porcentaje de fertilidad empleando una
chi-cuadrada, la prolificidad utilizando T Student y la
proporcidén de las crias hembras y machos por medio de una

prueba exacta de Fisher.
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La viabilidad espermatica a través de la tincidén eosina-

nigrosina fue evaluada con T Student.

6.11.1. Validacién de 1la técnica de centrifugacién en
colchones de Ficoll-diatrizoato de sodio por citometria
de flujo

Para este ensayo los animales empleados fueron diferentes
a los wutilizados para la inseminacidén artificial. Cabe
mencionar que este objetivo fue planteado poco después de
haber inseminado el semen sexado vy gracias a que se
presento la oportunidad de emplear esta metodologia para
evaluar nuestro procedimiento de sexado.

La valoracién de la técnica se realizdé en la Unidad de
Investigacidén Médica en Inmunogquimica, Hospital de
Especialidades Dr. Bernardo Sepulveda, Siglo XX7T,

perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social.

El citdémetro de flujo wutilizado es de la marca BD
Facsria™, el cual cuenta con un sistema estable de alta
alineacién para seleccionar y separar células, este
aparato puede operar hasta 70,000 eventos por segundo,

con capacidad de analizar 13 marcadores.
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6.11.1.1. Obtencién de la muestra

Los eyaculados fueron obtenidos de dos carneros de
fertilidad probada, con ayuda de una vagina artificial.
Los animales pertenecen al Centro de Ensefianza,
Investigacién y Extensidén en Produccidén Ovina (CEIEPO).

De los cuales se obtuvieron 2 eyaculados de cada uno.

6.11.1.2. Transporte de la muestra

Para el transporte de los eyaculados al Departamento de
morfologia estos fueron adicionados con una solucidn
conteniendo Trizma base (Hidroximetil aminometano) 300
mM, fructuosa 27.8 mM, &cido citrico 27.8 mM, pH de 7.4,
a una dilucidén 1:9, se colocaron en bafio Maria a 37°C en

un termo.

6.11.1.3. Preparacién de la solucién stock de Hoechst
33342

Para la preparacién de la solucidn stock se utilizaron
4 mg de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) los cuales fueron
disueltos en 1 ml de PBS, de esta solucidén inicial se

tomaron 1.35 pl y se mezclaron con 874.64 pl de PBS en un
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tubo Eppendorf, de esta manera se obtuvo la solucidn

stock a una concentracién de 8.9 mM descrita por Schenk.?’

Alicuotas de 25 pl de la solucidén stock fueron hechas
para ser empleadas posteriormente en la solucidn de
trabajo (224 pM), siendo envueltas con papel aluminio, y
se colocaron en una caja protegida de la 1luz para su

congelacidén a 4°C.

Todo este procedimiento se realizdé en la oscuridad con la

ayuda de una lampara de luz nedn.

6.11.1.4. Tincién vital de eosina-nigrosina

Para evaluar la viabilidad de los espermatozoides antes y
después del sexado se realizdé la tincidn de eosina-
nigrosina, previamente descrita, a los 4 eyaculados

utilizados.

6.11.1.5. Ajuste de la concentracién del semen

El semen sexado por centrifugacidédn en gradiente de
densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio fue procesado
como se indicd, para la evaluacidén de su concentracidn
las células recuperadas fueron re-suspendidas a la

concentracién a 15 x 10°/ml en PBS y coloca en tubos con
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rosca para cultivo. Como control se utilizdé el semen no

sexado.

6.11.1.6. Tincién Hoechst 33342
Las alicuotas congeladas del fluorocromo antes de su uso
fueron previamente descongeladas a temperatura ambiente

en un cuarto oscuro.

Se adiciondé una alicuota de trabajo de Hoechst 33342 a
los tubos con semen sexado, (1 ml a una concentracidn de
15 x 10° células) se homogeniza e incuban a 35°C durante 1
hora, de igual manera los tubos control (sin

fluorocromo) .

Una vez trascurrido el tiempo de incubacidén, las muestras
fueron colocadas en un termo con un refrigerante a 35°C vy
transportados al Hospital Siglo XXI para su evaluacidn en

el citémetro de flujo.

Todo este manejo se realizd en un cuarto oscuro con ayuda

de una lampara de luz nedn.
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6.11.1.7. Citémetro de flujo BD Facsria™

Este equipo consta de un 1lédser Argdn, utilizandose una
exposicidén de 359nM, con un pico maximo de emisidn de
461 nM, donde se selecciond a los eventos que
corresponden a células y se capturaron 10000 eventos para

tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-A).

La intensidad de la fluorescencia de los espermatozoides
fue analizada después de una seleccidn primaria basada en
el tamafio (FSC-A) y la complejidad celular o granularidad
(SSC-A), esto con la finalidad de excluir particulas
contaminantes como aglutinaciones. Utilizando el programa

Summit Flowjo, win MD.
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7. RESULTADOS

En el cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos de
la evaluacién en los eyaculados de los machos antes del

sexado.

Cuadro 1. Resultados obtenidos de la evaluacidédn en el
semen de los machos.

dsuffolk S suffolk I hampshire

1 2
No. de eyaculados 2 1 2
3.5 ml 2 ml 4 ml
Volumen
Movilidad progresiva 80% 75% 90%
Concentracién 302 x 10° 418 x 10° 380 x 10°
espermatica

En el cuadro 2 se presenta la evaluacidén de la movilidad
del semen sexado al ser re-suspendido en el diluyente
comercial (Triladyl®, minitub) % la concentracidn
espermdtica obtenida por cada 160 x 10° células sexadas.
La movilidad de los espermatozoides recuperados fue de
45% en el macho de la raza suffolk, y un 60% en el macho

de raza hampshire (60%).
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Cuadro 2 . Resultados de la evaluacién de la movilidad
espermatica despues del sexado
¢ suffolk dhampshire
2
Movilidad progresiva 45% 60%
Concentracién espermatica de 68 x 10° 87 x 10°
pastilla
En la Gréafica 1, se observa el porcentaje de movilidad

espermatica antes y después del sexado para sementales

utilizados en la IA.

H antes del sexado m despues del sexado

80 A

70 A

60 -
50 +
40 -~
30 A
20 A

porcentaje

NN N N N

Suffolk 1 (control) suffolk 2 hampshire

sementales

Grafica 1. Porcentaje de movilidad esperméatica
después del sexado para sementales utilizados
inseminacién artificial)
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En el cuadro 3, se muestran los porcentajes de 1la
evaluacién de espermatozoides vivos y muertos con la
tincién eosina-nigrosina para los eyaculados utilizados
para la Inseminacidén Artificial. En la figura 2 se
presentan los patrones de tincién evaluados en las

células, con esta técnica.

Cuadro 3. Evaluacién de espermatozoides vivos y muertos
con tincidén eosina-nigrosina en eyaculados utilizados
para la inseminacidén artificial

Vivos Muertos
Espermatozoides antes del sexado 64.67° 35.837

Espermatozoides después del sexado 56.25° 44°

a y b no muestran una diferencia significativa (P>0.05)

Figura 2. Espermatozoide ovino vivo (A) y un
espermatozoide muerto (B) tefiido con eosina-nigrosina.
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El Porcentaje de fertilidad de hembras Inseminadas con

semen sexado y no sexado, se puede ver en el cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentaje de gestacidén en hembras inseminadas
con semen sexado y no sexado.

No. de No. de $ de
? inseminadas ?Gestantes ? gestantes
Semen no 10 6 60 &9
sexado
(grupo 1)
Semen 14 7 50 &9
sexado
(grupo 2)

Valores no significativamente diferentes (P>0.05)

Se presenta en el cuadro 5 el porcentaje de prolificidad
de las ovejas del grupo inseminado con semen no sexado
(grupo 1) y no sexado (grupo 2), asi como el nuUumero de
crias paridas; no habiendo diferencia significativa entre

grupos.

Cuadro 5.Porcentaje de prolificidad en ovejas, numero vy
sexo de las crias inseminadas con semen sexado y no

sexado.
No. de crias No. de ¢ prolificidad
paridas
Semen sexado 8 6 114.28"
(grupo 1)
Semen no sexado 10 7 166.66°
(grupo 2)

b
Valores significativos ( P=0.057)

En el cuadro 6, se muestra la proporcidén del sexo de las

crias de borregas inseminadas con semen sexado y semen no
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sexado. Aunque no se encontrdé una diferencia estadistica

significativa entre grupos, se pudo observar un mayor

numero de hembras nacidas en el grupo 2.

Cuadro 6. Proporcidédn del sexo de las crias

Sexo de las crias
Hembras machos

Semen sexado 5 3°
(grupo 1)

Semen no sexado 5 5¢
(grupo 2)

c
Valores no significativos (P>0.05)
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7.1. Analisis en citémetro de flujo

En la grafica 2 se muestra la autofluorescencia de las

células espermdticas al ser valoradas por citometria de

flujo.

g.
H
1!
L
W
-
g
n =- 1 1 1 | 1 1 1 I | 1
200000 250000
DAPI-A LINEAR
Grafica 2. Se muestra las dos poblaciones de

espermatozoides de un eyaculado mostrando su auto
fluorescencia.

La dispersién de las dos poblaciones espermdticas tefiidas
con Hoechst 33342 tomando en consideracién su

granularidad y tamafio se presenta en la grafica 3.
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Grafica 3. Gréafica de dispersién donde se observan las
dos poblaciones de un eyaculado, tefiidos con Hoechst
33342, utilizando los parametros de granularidad (eje Y)
y tamafio (eje X).

Se observa en la grafica 4 y 5 que la poblacidén de
espermatozoides X se encuentra favorecida, en una muestra
con semen sexado por la técnica de centrifugacidn en

colchones de Ficoll-diatrizoato de sodio.
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Grafica 4. En la grafica de dispersidén se observan aun
dos poblaciones de espermatozoides después de utilizar la
técnica de centrifugacidén en gradientes de Ficoll-
diatrizoato de sodio pero mostrédndose favorecida 1la
poblacidén X un 68% mas que la poblacidén Y.
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Densidad

DAPI-A LOGICAL

Grafica 5. La poblacidén de espermatozoides X se encuentra
enriquecida en el semen sexado por la técnica de
centrifugacién en Ficoll-diatrizoato de sodio.

La citometria de flujo mostrd que existe un
enriquecimiento del 68% de la poblacidn de

espermatozoides X después de la centrifugacidén del semen
en el gradiente de Ficoll-diatrizoato de sodio (grafica 4
y 5); lo cual coincide con el numero de hembras nacidas

en las borregas del grupo 2.

En el cuadro 7 y en la grafica 6 se muestra el porcentaje

de viabilidad (tincidn eosina-nigrosina) de los
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eyaculados utilizados para evaluar la técnica de
centrifugacién en gradientes de Ficoll-diatrizoato de
sodio por citometria de flujo. Se encontrdé diferencia
estadistica (P<0.05) entre el nUmero de espermatozoides

vivos antes y después del sexado (63.48% contra 56%).

Cuadro 7. Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos
utilizando la tincidén eosina-nigrosina para muestras
utilizadas en citémetro de flujo.

No. de eyaculados Antes del sexado Después del sexado

Q Q Q Q

% vivos % muertos % vivos % muertos

1 71.5 31 67 33
la 56.5 37.5 57.75 39.5
2 65.5 34.5 58.25 40.25
2a 39.5 60.5 46 55.5
Promedio 63.48° 35.37° 56° 44.05°

a y b muestran una diferencia estadistica significativa (P>0.05)

En la Grafica 6 se presenta el porcentaje de viabilidad
espermatica (células vivas y muertas), evaluada por la
tincidén eosina-nigrosina, antes de someter a la
centrifugacién en Ficoll-diatrizoato de sodio a los

eyaculados.
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Grafica 6. Porcentaje de viabilidad espermatica antes
del sexado utilizando la tincidn eosina-nigrosina
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En la Grafica 7 se presenta el ©porcentaje de 1la
viabilidad esperméatica (células vivas y muertas),
evaluada por la tincidén eosina-nigrosina, después de
someter a la centrifugacién en Ficoll-diatrizoato de

sodio a los eyaculados.

M vivos B muertos

70 -

50 -

30 A

porcentaje

20 A

10 ~

1 1a 2 2a

no. de eyaculados

Grafica 7. Porcentaje de viabilidad espermética después
del sexado utilizando la tincidén eosina-nigrosina
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En el cuadro 8 vy grafica 8 se presenta la movilidad
espermdtica antes y después del sexado en las muestras
utilizadas para la validacidén del sexado por el citdmetro
de flujo. Las muestras después de la centrifugacidn

disminuyeron casi a la mitad su motilidad (P=0<0.05).

Cuadro 8. Movilidad espermdtica antes y después del
sexado para muestras utilizadas en el citdmetro de flujo.

Eyaculado % movilidad antes del % movilidad después del
sexado sexado
Eyaculado 1 80 45
Eyaculado 1la 90 40
Eyaculado 2 80 40
Eyaculado 2a 90 40
Promedio g5 41.25°

a y b muestran una diferencia estadistica significativa (P>0.05)
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Grafica 8. Porcentaje de movilidad espermdtica antes vy
después del sexado para muestras utilizadas en citdémetro
de flujo.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron que
no hay diferencia estadistica significativa (P>0.05)
entre el sexo de las <crias nacidas en las borregas
inseminadas con semen sexado mediante la técnica de
centrifugacién en gradientes de Ficoll-diatrizoato de
sodio, esto posiblemente se deba a que el numero de
hembras inseminadas fue reducido. Sin embargo, 1los
resultados obtenidos por citometria de flujo nos permiten
sugerir que existid un enriquecimiento de la poblacidén X,
lo que coincide <con el numero hembras nacidas. E1
enriquecimiento de los espermatozoides X fue obtenido
siguiendo las modificaciones propuestas por Lépez®®, como

centrifugar la muestra solo 15 min.

Cabe mencionar que en el trabajo de Lbépez®®, utilizando la
misma técnica reportada por Vazquez'> no se logrd el
enriquecimiento de la poblacidén de espermatozoides X.

" reporté un enriquecimiento del 80% la poblacién

Vazquez®
de espermatozoides X en la especie bovina, validada por
PCR-tr. Pero es importante puntualizar que en ese estudio
no fue inseminado el semen enriquecido con la poblacidén

X, siendo este el método més definitivo para evaluar el

grado de separacidn de las dos poblaciones de
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espermatozoides por 1lo tanto, evaluar la relacidén de
sexos de las crias en las hembras inseminadas con la

poblacién enriquecida de X o Y. °?

Ademas en el estudio realizado por Vazquez no se realizd
la evaluacidén de la wviabilidad esperméatica, dafio
espermdtico, motilidad e integridad de membrana, datos
que nos permiten obtener una mejor fertilidad al momento

de inseminar.'%?

Por otra parte, aunque la técnica de PCR-tr es una prueba
altamente sensible presenta una probabilidad,
relativamente alta de obtener falsos ©positivos por
contaminacién (citado por Lépez%), ademas de que la

informacién que proporciona es cuantitativa.!®? 03

Una de las limitaciones en el proceso de centrifugado del
semen es gue causa una gran pérdida de espermatozoideslm,
ésta pérdida puede variar alrededor de un 25% cuando el
semen es diluido y centrifugado entre 400 x g y 700 x g
durante 10-15 min'®> 1'%, encontrandose ademids que la
movilidad del espermatozoide no decae drasticamente
cuando la fuerza de centrifugacién es mas Dbaja.'”’
Contrario con lo antes mencionado, en este trabajo se

observd que la centrifugacidn de 160 X 10°

espermatozoides para el sexado de 1los mismos permitid 1la
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recuperacién en promedio del 45% de las células,
presumiblemente portadoras del cromosoma X, mostrando asi
s6lo la pérdida del 5% de espermatozoides. Sin embargo,
la movilidad espermatica mostrd un decremento

o

significativo (45% vy 60

o°

), coincidiendo <con 1lo vya
reportado 'y obteniendo resultados similares a lo
reportado por Lépez®®. Las posibles causas negativas, al
someter al espermatozoide a este tipo de estrés, puede
ser dafio a la integridad de membrana, lo que puede a su
vez afectar su capacidad fertilizadora *°® '%%; o también
puede ser debido a la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS) % ' que ocasionan alteraciones del
funcionamiento de la membrana plasmatica de los

espermatozoides.llz’113

Por otra parte, en el caso del semen sexado el tiempo
trascurrido entre la colecta y la inseminacidén artificial
también pudo haber afectado la movilidad espermatica; se
sabe que almacenamientos o transportes prolongados no les
otorgan a las células las condiciones fisicoquimicas que

114,
4

necesitan para sobrevivir adecuadamente es decir una

disminucién en el metabolismo del espermatozoide por

agotamiento de los sustratos energéticos puede ocasionar

115

que disminuya la movilidad espermética. Adicionalmente,

los cambios de temperatura, dgque se dieron desde la
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colecta del semen hasta la inseminacién de los
espermatozoides sexados, de igual forma pudieron causar
alteraciones en la membrana espermdtica, disminuyendo la

calidad del semen asi como la vida util del mismo.!*

De manera importante, se ha reportado que el diatrizoato
de sodio tiene una interaccidén idénica con las moléculas
por lo que posiblemente éste compuesto pudo interaccionar
iénicamente con el espermatozoide, ya que en esta célula
presenta carga en la membrana una vez que se le retira el

plasma seminal (citado por Lépez®®).

Ricci menciona que en espermatozoides de Dbovino la
centrifugacién en gradientes de densidad permite obtener
espermatozoides viables con una buena movilidad

progresiva.*®

Chavez®’, utilizando la misma técnica de sexado empleada
en este estudio, pero en semen de bovino, reportd una
viabilidad de 80.57% después del sexado y de 72.71% al
descongelado de este tipo de muestra. Respecto a esto se
ha reportado que 1los espermatozoides de los bovinos vy
equinos son menos sensibles a la centrifugacidédn que otros

117
)

mamiferos (citado por Machado , Pposiblemente a eso se

debe que el toro tenga una mayor tolerancia al estrés

118

para el proceso de sexado. En nuestro estudio se obtuvo
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una viabilidad de 56.25% después del sexado, lo cual
posiblemente pudo haber sido causado por 1los motivos

antes referidos.

En relacidén a la prolificidad, en borregas puede verse
afectada por multiples factores entre ellos estd la edad

119 En este estudio se utilizaron hembras

y la raza’'’
primalas para la inseminaciédn del semen sexado, lo cual
posiblemente influyo en el resultado obtenido, vya que
estas tienden a presentar una menor prolificidad que

aquellas que son multiparaslw’12q

Por otro lado, algunos autores mencionan que el tiempo
6ptimo para la inseminacidén, después de retirar las
esponjas vaginales es entre 48 y 65 hrs; tempranamente a
las 36 hrs o maximo 72-78 hrs después, en este estudio,
en el caso del semen sexado, la inseminacidédn se realizd
aproximadamente 60 horas después, lo dque posiblemente
pudo haber influido en 1la baja fertilidad obtenida en

este grupo.121

El porcentaje de fertilidad obtenido en este estudio se
considera dentro de los rangos aceptables (50%) a nivel
de campo, al emplear inseminacidén cervical, seguin varios

1, 122

registros.'? Stojanov, empleando este tipo de

inseminacién obtiene entre 50% y 53% de fertilidad con
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dosis de inseminacién de 20 a 40 millones de
espermatozoides motiles y de 51% con dosis de 80-100
millones '?3; mientras que Donovan, empleando inseminacién
intra-cervical y utilizando pajillas de semen congelado
reporta 58% de fertilidad, mencionando que minimas
variaciones de fertilidad en las hembras pueden deberse a

7, 124,

diferencia del semen entre machos.' 125 por su parte,

Macedo menciona que la proporcidén de sexos en una camada

se relaciona también con el semental utilizadouS, ademés

de verse afectada por el tipo de inseminacién.''®

La doble inseminacidén es un método utilizado para
incrementar la fertilidad'!’/, pudiéndose realizar en las
siguientes 8-10 hrs después de la primera inseminacidén o
en rango de 24 hrs obteniendo un incremento hasta del 10%

en la fertilidad.'?®

En este estudio sdélo se realizdé sdlo una inseminaciédn,
por lo qgque posiblemente el realizar dos inseminaciones
podria mejorar la fertilidad o estd también podria
incrementarse al emplear la inseminacién por
laparoscopia, ya que con ella se puede obtener hasta el
80% de fertilidad a inseminar con un menor numero de

espermatozoides .'?% 1?7
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Cabe mencionar que en el <caso de la borrega, la
fertilidad puede haberse afectada al emplear la
inseminacidén cervical, ello debido a la estructura
anatémica del cérvix'?®; ya que esté es un 6érgano tubular
largo y fibroso, en donde el lumen es tortuoso y presenta
4-7 anillos, por lo que representa una barrera para la

1'*° ya que wuna gran cantidad de

inseminacidén cervica
espermatozoides quedan atrapados en los pliegues mucosos
y en tanto los factores fisicoquimicos e inmunitarios de

la wvagina vy el cuello uterino tienen una funcién

importante en la supervivencia de los espermatozoides'®

Por otra parte, en este estudio sbdélo se inseminaron 24
animales, por lo que se observd diferencia numérica entre
el sexo de las crias nacidas en las hembras inseminadas
con semen sexado esto no fue estadisticamente
significativo; por gue coincidimos con lo mencionado por
Amann que para valorar la proporcidén del sexo de las
crias es necesario determinar el numero de observaciones
necesarias para obtener una conclusidén adecuada 'y
minimizar con ellos los errores de probabilidad, siendo
necesario el mayor numero de observaciones para tener una

mejor certeza.*
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Por otro lado, respecto al numero de espermatozoides
utilizados en citometria de flujo del 100% de
espermatozoides ingresados al citdmetro de flujo un 20%
termina colectado en 1la fraccién X y un 20% en la
fraccién Y y el 60% restante son espermatozoides que no
pudieron ser detectados, es decir espermatozoides muertos
y gotas sin esperma. Adicionalmente este tipo de semen
congelado en pajillas de 0.25 ml, estéan a una
concentracién de 2 o 10 x 10° espermatozoides dosis a la
que normalmente se utiliza en la IA. Tomando en
consideracién éstos datos, la velocidad que se maneja el
citémetro, éste produce 7 pajillas de 2 x 10° de
espermatozoides X o Y por eyaculado66 y en contraste, con
el sexado de semen por centrifugacidn se recupera una
pastilla de aproximadamente la mitad de 1las células
depositadas, por lo tanto se obtendria un mayor numero de

pajillas de 0.25 ml.

Si bien la citometria de flujo un método de separacidn
importante en la investigacidén Dbiomédica y en el
laboratorio «c¢linico, debido a su capacidad para el
andlisis automdtico de suspensiones celulares®®, se ha
utilizado como una herramienta de validacidén, sin embargo
1

se sigue buscando una alternativa para sexado de semen.’

En este estudio el uso de la citometria de flujo para
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validar la técnica de sexado por centrifugacidédn en
gradiente de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio,
mostrd un 68% en el enriquecimiento de la poblacidén X de
espermatozoides de ovino (grafica 5), considerandose como
un dato relevante y de utilidad para continuar con més
investigaciones para que en un futuro Pudiera emplearse a
nivel de campo ya que cualquier centro de produccidn
podria contar con el material necesario para llevarla a

cabo.

Por tal motivo, la comercializacidén de semen sexado
dependerd del desarrollo de esta o de otra técnica dque
logre ofertar un precio adecuado y asi lograr un consumo
importante en la ganaderia; esto impulsaria su

utilizacidén masiva, y por tal motivo reduciria el costo.
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9. CONCLUSIONES

° El sexado de semen por la técnica de centrifugacidn
en gradiente de Ficoll-diatrizoato de sodio permitid un
mayor numero de hembras nacidas, en la especie ovina,
obteniendo 68% de enriquecimiento de la poblacidén X de

espermatozoides validada por citometria de flujo.

o El uso de 2 diferentes machos para el sexado del
semen y su uso en la Inseminacién artificial dificulta su
evaluacién de la fertilidad para cada macho, por lo cual
se requiere utilizar 1 solo macho, pero en este estudio
por motivos del manejo genético en CEIEPO se utilizaron 2
machos.

] El sexado vy el transporte de la muestra al
laboratorio de la FMVZ a CEIEPO dificulté el manejo en
los animales, por lo gque el realizar el experimento en un
solo lugar podria optimiza los resultados.

° El uso de la citometria de flujo para la validacidn
del sexado del semen por gradiente de densidad Ficoll-
diatrizoato de sodio permitird hacer las mejoras

necesarias a la técnica en un menor tiempo.
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10. PERSPECTIVAS

° Es necesario seguir estandarizando 1la técnica de
centrifugacién en Ficoll-diatrizoato de sodio para lograr
obtener el 80% o mds de enriquecimiento de la poblacién

de espermatozoides X o Y en el ovino.

° Evaluar la viabilidad del semen de todos los machos

utilizados antes y después del sexado.

° Se requiere de inseminar un mayor numero de animales
(N=200) para determinar la proporcidén de sexos en las
crias, asi como la fertilidad y prolificidad y obtener
diferencias estadisticas significativas.

° Realizar doble inseminacién cervical o utilizar la
inseminacién por laparoscopia pudiendo utilizar un menor
numero de espermatozoides viables para obtener un mayor

porcentaje de fertilidad.

° Al Realizar las modificaciones pertinentes a ésta
técnica se podria inseminar, y comparar el sexado por
citometria de flujo para valorar ventajas y desventajas,

asi como la criopreservacidén del semen.

. Evaluar el enriquecimiento de 1la poblacién Y por
centrifugacién en gradientes de Ficoll-diatrizoato de

sodio.
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