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RESUMEN 

ROJAS NAVA YARA GRACIELA. Centrifugación de semen ovino 

para su sexado en Ficoll-diatrizoato de sodio y uso en la 

inseminación artificial. (Asesores: MVZ MC Dra. María de 

Lourdes Juárez Mosqueda, MVZ MPA Dr. Octavio Vicente 

Mejía Villanueva) 

 

El objetivo de este trabajo fue obtener el 

enriquecimiento de la población de espermatozoides X del  

semen de carnero, utilizando para ello la centrifugación 

en gradientes de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio, 

validando la técnica por inseminación artificial y 

citometría de flujo. 

Se utilizaron 24 borregas (10 de la raza hampshire, con 

una edad promedio de 1 año y 14 de la raza suffolk, con 

al menos un parto y edad entre 3 y 4 años), 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 

Coriónica 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
6 
de espermatozoides 
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envasados en pajillas de 0.25 ml. El diagnóstico de 

gestación se realizó entre el día 30 y 35 después de la 

inseminación, utilizando para ello el ultrasonido de 

imagen y el sexo de las crías se determinó al nacimiento. 

La fertilidad para las 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). El sexo de las 

crías fue evaluada con una prueba exacta de Fisher, y 

aunque el número de hembras fue mayor en el grupo 2, no 

hubo diferencia significativa (P>0.05). 

Al evaluar la técnica con citometría de flujo se obtuvo 

un 68% de enriquecimiento de la población de 

espermatozoides X, lo cual es comparable con el número de 

hembras nacidas por inseminación, por lo tanto los 

resultados obtenidos sugieren que la centrifugación en 

gradientes de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio 

produce el enriquecimiento de la población de 

espermatozoides portadores del cromosoma X; por ello es 

necesario continuar estandarizando la técnica, así como 

incrementar el número de hembras inseminadas para lograr 

obtener diferencias estadísticas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En los mamíferos el sexo está determinado por la 

presencia de los cromosomas sexuales, siendo los machos 

heterocigotos (XY) y las hembras homocigotas (XX). En el 

proceso de división celular de los gametos (meiosis), el 

material genético debe reducirse y volverse haploide, a 

fin de que la fecundación restaure el complemento 

diploide. Durante la meiosis, las hembras sólo producen 

un tipo de ovocitos que portan el cromosoma X, mientras 

que los machos producen dos diferentes espermatozoides: 

los que llevan el cromosoma X y los que llevan el 

cromosoma Y.
1
 Por lo que en otras palabras, la clave de 

la determinación del sexo es la diferencia de los 

cromosomas sexuales entre los dos sexos, siendo en el 

caso de los mamíferos el macho el responsable de    

ello.
1, 2, 3 

En el caso de los machos, la presencia del cromosoma Y 

desencadena una serie de eventos fundamentales y 

temporalmente específicos que garantizan la 

diferenciación sexual del aparato reproductor, entre los 

que se encuentran la secreción del antígeno HY, la 

activación del gen SRY y la secreción de testosterona y 

dehidrotestosterona.
4 
Mientras que la masculinización del 
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sistema nervioso, a nivel hipotalámico, ocurre gracias a 

la secreción de estrógenos.
5 

La diferencia en el contenido de DNA entre el cromosoma 

sexual X y el Y ha sido la base de las tecnologías para 

el sexado de semen, ya que el cromosoma X contiene más 

DNA que en el cromosoma Y.
5
 Además, existen variaciones 

entre especies en este contenido, por lo que en los 

bovinos los espermatozoides X tienen un 3.8% más 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%.
6
 

En el área de la zootecnia, el empleo de la selección del 

sexo a través del sexado de semen puede tener muchas 

aplicaciones, por ejemplo, en animales de compañía como 

sería 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 serían perros y 

caballos de carreras, se prefieren los machos porque 

generalmente son más veloces; mientras que en el caso de 

los animales destinados a actividades cinegéticas 

(cacería), se prefiere también a los machos por ser más 

grandes y generar astas o cuernos más vistosos.
7
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Adicionalmente, el sexado de semen podría ser empleado 

para los nichos biotecnológicos como la producción de 

animales transgénicos o clonados, ya que podrían tener 

importantes aplicaciones para el descubrimiento de nuevas 

drogas y la producción de proteínas específicas, así como 

para mejorar algunas características productivas o para 

favorecer la resistencia a enfermedades.
8
 En el caso de 

la fauna silvestre, podría ayudar a la conservación de 

especies en peligro de extinción, favoreciendo el 

incremento del sexo deseado en programas de reproducción 

asistida in situ.
8, 9

 

Por otra parte, esta tecnología abre campo para la 

investigación, ya sea para la reducción de costos en la 

determinación del sexo, en el estudio del manejo y la 

criopreservación del semen sexado, así como en la 

determinación de las técnicas para la inseminación 

artificial y de la cantidad necesaria de espermatozoides 

sexados, que garanticen una fertilidad adecuada en las 

hembras inseminadas.
9
 

De manera particular en la ganadería, los intentos por 

determinar el sexo de la progenie se ha convertido en una 

de las principales metas para mejorar los programas 

reproductivos, ya que se tiene la necesidad de producir 

individuos de sexo conocido.
 10, 11

 La aplicación de esta 
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tecnología depende del costo, la eficiencia y facilidad 

de su uso. 
11
  

Desde hace varios años se han establecido y desarrollado 

diversas técnicas para la separación de los 

espermatozoides portadores del cromosoma X o Y, como 

sería la electroforesis, la velocidad de sedimentación y 

el enfoque isoeléctrico entre otros.
12 

Por ejemplo de los 

estratos espermáticos separados en columnas de albúmina 

se obtienen de 75 a 80% de espermatozoides Y, mientras 

que la filtración en columnas de sephadex enriquece 70-

75% la población de espermatozoides X.
13
 También, a través 

de procedimientos inmunológicos se han separado los 

espermatozoides X y Y, mediante la utilización de 

anticuerpos contra el antígeno HY, codificado en los 

espermatozoides portadores del cromosoma Y.
7, 11

 

Aunque todos estos métodos están basados en criterios 

lógicos, no han producido hasta el momento resultados 

aceptables en la preselección de los espermatozoides. Sin 

embargo, la determinación de las diferencias en cuanto al 

contenido de DNA entre los espermatozoides que portan el 

cromosoma X o Y, permiten el uso de la centrifugación en 

gradientes de diferente densidad o la citometría de 

flujo.
14
 Esta última se basa en analizar la cantidad de 

luz emitida por cada espermatozoide, cuando el colorante 
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con afinidad al DNA (previamente añadido a la célula) es 

impactado por luz ultravioleta proveniente de un rayo 

láser. Así, se ha determinado que la fluorescencia de los 

espermatozoides que portan el cromosoma X es mayor que en 

aquellos que portan el cromosoma Y, esta diferencia 

detectada por el equipo de citometría de flujo permite 

separar a los espermatozoides.
14 

Una de las limitaciones 

de esta tecnología es el reducido número de 

espermatozoides sexados, ya que el máximo de 

espermatozoides sexados por hora no es mayor a 4 millones 

en cada fracción X o Y, lo que implica que producir 

pajillas de semen sexado para la inseminación artificial 

es muy lento y costoso.
14
 

Recientemente Vázquez
15
 realizó un trabajo sobre sexado de 

espermatozoides de bovino mediante la centrifugación en 

gradientes de densidad, en donde además utilizó para su 

validación, técnicas como el PCR-tr, la hibridación in 

situ, la tinción con quinacrina y la densitometría óptica 

en geles de agarosa. En dicho trabajo menciona que 

mediante la centrifugación en gradientes de Ficoll-

diatrizoato de sodio es posible el enriquecimiento de la 

población de espermatozoides X.  

Con base en lo anterior, se pretende sexar semen en 

ovinos de pie de cría, mediante la centrifugación en 



8 
 

Ficoll-diatrizoato de sodio, para obtener hembras de 

reemplazo genéticamente superiores.  

 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Determinación del sexo a través de la historia y 

la mitología 

La determinación del sexo en la antigüedad contiene una 

mezcla de conocimientos basados en la mitología o en la 

superstición
16
, ya que desde entonces se ha buscado una 

explicación para determinar el sexo masculino y 

femenino.
17
 

La idea de que el semen contiene una fuerza vital es 

común entre los chinos, los indios, los griegos, así como 

para los gnósticos y muchos pueblos de Oceanía.
18
  

Por ejemplo, en la cultura egipcia el desarrollo de los 

conocimientos en relación al diagnóstico temprano del 

embarazo fueron sobresalientes, ellos trataban los granos 

de trigo y cebada con la orina de las mujeres grávidas  y 

los mezclaban con arena y dátiles: de tal forma que si 

los granos que germinaban (por la acción de la hormona 

hCG) eran los del trigo el hijo sería varón, si sólo 

crecía la cebada sería mujer. Este método tenía una 

precisión del 40%, y se mantuvo durante largo tiempo, 
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debido a que Hipócrates lo adoptó y se utilizó en gran 

parte del mundo.
19
 

En la época de la antigua Grecia, la opinión del filósofo 

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  

testículo derecho y las segundas en el izquierdo, y 

normalmente, las masculinas se asentarían en la parte 

derecha del útero, que es también la masculina, y las 

femeninas en la izquierda, produciendo un afeminamiento o 

masculinización del embrión si se sentase el germen en el 

lado opuesto al de su sexo.
20
 

Otro filósofo de esa época, Anaxágoras, también se 

aventuró a afirmar que los espermatozoides producidos por 

el testículo 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 extracción quirúrgica del 

testículo izquierdo para evitar la descendencia femenina; 

en cambio, el médico griego Hipócrates pensaba que tanto 

el semen masculino como el femenino se mezclaban y se 

producía un feto del semen del sexo  más fuerte. 
20,21
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Lo cierto es que a lo largo de los años se han llevado a  

cabo muchas prácticas, siempre con la misma finalidad de 

favorecer la generación de machos o hembras; entre otras 

tenemos: recitar poemas durante el coito, programar las 

relaciones en función a las fases lunares, colgar los 

pantalones en un lado u otro de la cama
21
, la posición 

durante el acto sexual (norte/sur)
 22 

e incluso la ingesta 

de ciertas dietas.
23
  

 

2.2. Sexo Cromosómico 

A principios de 1910 fue observado en los mamíferos los 

cromosomas sexuales
24
; para 1990, Andrew Sinclair demostró 

que el efecto de masculinización del cromosoma Y se debía 

a un gen que denominaron SRY (Región del cromosoma Y 

determinante del sexo, por Sex-determining region Y )
2
;la 

importancia de este gen es que proporciona la señal 

inicial que causa la transformación de la gónada 

indiferenciada en testículos, conductos genitales y 

caracteres sexuales masculinos, mientras que en la 

hembra, es la ausencia del gen SRY lo que permite el 

desarrollo del aparato genital femenino.
25
 

Hoy sabemos que el sexo cromosómico del embrión está 

determinado por el tipo de espermatozoide que fecunde el 
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óvulo durante la fecundación. Por consiguiente, es el 

padre no la madre, quien determina el sexo del embrión.
6
 

Así, la fecundación producida por un espermatozoide con 

carga cromosómica X da por resultado un cigoto XX, el 

cual se desarrolla en una hembra, en tanto que la 

fecundación dada por un espermatozoide Y producirá un 

cigoto XY, que se desarrollará en un macho. Si bien, la  

proporción de sexo al momento de la fecundación 

(proporción de sexo primario) deberá ser de 1.00 (100 

machos por cada 100 hembras) 
26
, es bien conocido que en 

la especie humana nacen un mayor número de varones que de 

niñas en todos los países.
25
 

Aún hoy en día existe todavía gran controversia, debido a 

que muchos biólogos evolucionistas sugieren que en los 

mamíferos la hembra puede tener un rol en la influencia 

del sexo de los hijos a través de cierta concentración de 

glucosa y testosterona, además de que una buena condición 

corporal, podrían ser factores que influyan en la 

determinación del sexo (más hembras que machos)
 27
.  
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2.3. Aplicación del sexado de semen  

2.3.1. Humanos 

La aplicación de la selección del sexo en humanos, podría 

eventualmente tener un propósito lucrativo, pero existen 

muchos cuestionamientos éticos en diversas culturas
7
, lo 

cierto es que tendría un alto potencial benéfico. Como 

por ejemplo, en el diagnóstico de enfermedades genéticas 

ligadas al sexo, como la hemofilia o distrofia muscular
28
; 

o la detección temprana de desórdenes en el embrión en 

desarrollo. Ello permitiría la selección y transferencia 

de salud en la concepción desde el útero
16
, o simplemente 

para balancear la proporción familiar.
29 

 

2.3.2. Animales de compañía 

La alta estima de caballos y perros puede ser un factor 

dominante para preferir un sexo.
7
 Por ello es deseable 

lograr la eficiencia en la congelación de semen sexado 

para mantener una preservación de la descendencia de una 

mascota estimada.
30 
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2.3.3. Animales de vida salvaje 

La preselección del sexo forma parte de los esquemas 

genéticos para disminuir la consanguinidad y para 

generar individuos del sexo deseado.
28
 

Numerosas aplicaciones a través de pocos años se han 

logrado en varias especies en peligro de extinción, tales 

como la re-problación
31 

de animales de zoológico y 

acuáticos.
32
 

Recientemente, la primera preselección del sexo en  crías 

en especies de  vida salvaje fue reportada tras la 

inseminación de una hembra alce con semen sexado 

descongelado.
33
 Aunque, la aplicación del sexado de semen 

en la crianza de animales de vida salvaje es limitada, 

debido a la problemática para la obtención del semen de 

los machos cuando no se tienen cerca, esto puede ser 

facilitado al congelar pajillas con espermatozoides y 

después ser descongeladas.
32, 33

 En los primates (babuino, 

el mono pequeño de América del sur, chimpancés y el 

gorila occidental), utilizando semen congelado  en 

pajillas, después de remover el criodiluyente se observó 

una alta movilidad progresiva de los espermatozoides y el 

acrosoma intacto.
34 
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2.3.4. Animales para Deporte 

Incluye a muchas especies como los alces, galgos, 

caballos y camellos. En los animales para cacería los 

machos son vistos como trofeos y apreciados por su 

belleza más que las hembras
7
; sin embargo estas últimas 

se necesitan para la producción y crianza de machos para 

éste fin.
35 

 

2.3.5. Investigación 

En muchas áreas de investigación, la predeterminación del 

sexo puede reducir los costos; en parte, por medio de la 

disminución del número de animales requeridos en un 

estudio.
35
 

 

2.4. Ventajas del sexado de semen 

La preselección del sexo se planteó como una herramienta 

para acelerar los procesos genéticos, obteniendo progenie 

de un sexo determinado proveniente de padres con 

características raciales; como productivas, altamente 

seleccionadas.
36
 

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

disminuiría los partos distócicos en las hembras de 
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reemplazo
10
, así como los costos de inversión en pruebas 

de progenie y permitiría obtener más hembras de 

reemplazo
37
; además puede ser usado para seleccionar a los 

mejores ejemplares, empleando semen sexado de individuos 

con calidad genética probada.
11
 

Adicionalmente, la obtención de crías del sexo deseado 

ofrece las ventajas de la diferencia en el valor de 

machos y hembras para propósitos específicos del 

mercado
33
, como carne o leche.

38
 

En combinación con otras tecnologías disminuye el riesgo 

de enfermedades transmisibles y la reducción en costos de 

transporte en pie.
39
 

El beneficio del semen sexado en la industria porcina, 

bovina y ovina, representa un gran potencial en la 

ganadería para producir las bases del sexado de semen.
40
 

La utilización de Prácticas Reproductivas Asistidas (ART) 

para la producción de semen sexado en la ganadería, 

dependerá de la eficiencia economía, efectividad y 

facilidad en su uso.
40, 41

 Es decir, el uso extenso de esta 

tecnología podría incrementarse si se consideran estos 

factores y si ésta es mejorada para llegar a aprovechar 

las demandas del mercado.
40
 



16 
 

2.5. Técnicas utilizadas para el sexado 

Hasta la fecha, se han producido millones de crías con 

sexo seleccionado en una vasta variedad de especies
41
, 

tales como conejos
40
, cerdos

41
, bovinos

42
, ovejas

43
, 

humanos
44
, caballos

45
, búfalos

46
, alces

31
, delfines

47
, 

perros
48
 y gatos

49
, sin embargo el uso del sexado del 

esperma es una tecnología con varias dificultades.
41
  

Diferentes criterios han sido utilizados para la 

separación de los espermatozoides portadores del 

cromosoma X o Y
14
, tales como tinción de quinacrina, 

descrita por Pearson
50
 en 1970, basada en la fluorescencia 

del cuerpo F en el espermatozoide del ser humano. 

Roberts
51
 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.
52 

Mientras que Steeno
53
 en 1975 introduce 

la utilización de columnas de sephadex para la separación 

de las poblaciones espermáticas del bovino, logrando el 

enriquecimiento del 54% de espermatozoides X y del 70% de 

espermatozoides Y. Otro método utilizado fue el 

inmunológico,basado en el antígeno de histocompatibilidad 
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(H-Y)
 23

 que se encuentra sobre la superficie de las 

células del macho, pero no de la hembra.
54
 

La velocidad de “nado” fue reportado por Ericsson en 

1973, quien observó mayor movilidad en una fracción de 

espermatozoides de humano, los cuales fueron  aislados al 

colocar el semen en un colchón de albumina sérica bovina 

(BSA), en donde los espermatozoides migraban a través del 

medio.
55
 

Por su parte, la técnica de centrifugación en gradientes 

de densidad es basada en la diferencia de densidad que 

existe entre los espermatozoides X y Y
23
; la examinación 

de esta variación entre varias especies de mamíferos 

reveló que existe diferencia en el contenido de DNA que 

va de  2.5% a 4.5%
24
, además de que el cromosoma X es 

entre 2.9% y 4.2% más largo que el cromosoma Y, siendo la 

diferencia de densidad entre el cromosoma X y Y de 0.0007 

g/cm
3
, lo que hace la separación teóricamente posible.

16
 

Kaneko
56
 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
57
 y Mohri

58
 logran la separación de los 

espermatozoides portadores del cuerpo F del ser humano al 
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emplear el gradiente de densidad con Percoll (con un 97% 

de enriquecimiento) y el uso de éstos en la inseminación. 

Lizuka
59
 en 1987 consigue el enriquecimiento de 

espermatozoides X del ser humano, empleando también 

gradientes de Percoll y su uso para inseminación, en 

donde 6 de 15 bebes fueron hembras. 

Por otro lado, Upreti
60
 en 1988 utiliza un gradiente 

continuo de Percoll para la separación de las poblaciones 

espermáticas del semen de bovino, obteniendo dos 

fracciones; una de espermatozoides móviles y otra de 

espermatozoides no móviles con morfología anormal, 

logrando incrementar la primera fracción al adicionar al 

gradiente una solución búfer de bicarbonato (pH 7.4) y 

albúmina sérica bovina. 

Otras técnicas utilizadas en la actualidad son, la 

colección y transferencia de embriones para su sexado
30
, 

fluorescencia por hibridación in situ
6 
(FISH), sexado con 

reacción de amplificación isotermal mediada (LAMP)
 61

, e 

inyección espermática intra-citoplasmática (ICSI). 
30
 

Por último, la tecnología del sexado de semen por 

citometría de flujo fue desarrollada en Lawrence 

Livermore National Laboratory por el Dr. Pinkel
62
, quien 

separó núcleos de espermatozoides X y Y de la especie 

Microtus oregoni, tomando en consideración el 9% de 
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diferencia en el contenido de DNA entre los cromosomas 

sexuales. Esta tecnología fue tiempo después implementada 

por USDA Beltsville Agricultural Reserch Center para su 

aplicación en la ganadería.
63
 

La técnica consiste en teñir 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 la luz 

láser
63
, a mayor cantidad de ADN mayor fluorescencia. Para 

poder detectar la diferencia de fluorescencia y separar 

la población de espermatozoides deseados, el citómetro de 

flujo consiste en un circuito cerrado de alta velocidad 

de flujo de líquidos que permite alinear y “leer” a los 

espermatozoides individualmente en microgotas, a una 

velocidad de alrededor 80 kilómetros por hora. La 

fluorescencia que produce cada espermatozoide teñido es 

procesada por un software que permite al operador 

seleccionar la población espermática con mínima o máxima 

luminosidad, según el sexo que se quiera separar. Los 

espermatozoides elegidos son cargados eléctricamente, 

desviados del flujo original por un campo magnético y 

finalmente recolectados en un tubo para su posterior 

congelación.
64, 65,66, 67 
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Aunque el sistema parece ser el más eficiente para la 

separación de los espermatozoides X o Y, presenta 

desventajas, entre las cuales están, el elevado precio de 

las células sexadas, para con ello compensar los costos 

de producción; bajo número de espermatozoides viables 

después del proceso, lo que ocasiona disminución de los 

parámetros de fertilidad  y la necesidad de contar con 

personal altamente capacitado.
6, 7,36, 68,69

    

 

2.6. Características de Hoechst 33342 

Es un fluorocromo usado rutinariamente para medir la 

cantidad de DNA en los cromosomas X y Y en los 

espermatozoides de los mamíferos para que  éstos pueden 

ser separados por citometría de flujo; el cual puede 

separar a las poblaciones hasta con una diferencia <3% en 

el contenido de DNA. 
70
 

El Hoechst 33342 es un colorante sintético fluorescente, 

disbenzimidazol, que contiene 2 anillos consecutivos con 

terminal N-metil piperazina y grupos fenólicos elongados. 

Esta molécula penetra  la membrana de las células y se 

une a las bases adenina-timina en la cadena de ADN.
71
 Es 

relativamente soluble al agua y considerado como un 

colorante poco tóxico, se excita con luz ultravioleta 

(UV).
 72

 Algunos tipos de células somáticas son más 
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sensibles al Hoechst 33342 que otro tipo de células, por 

lo que pueden ser afectadas por la concentración del 

fluorocromo usada para el sexado del semen (~112µM). 
73,74

 

El DNA del espermatozoide, debido a su compactación y 

estabilización es relativamente inerte, sin embargo las 

concentraciones de 100 µM Hoechst 33342 pueden causar una 

paralización en la movilidad espermática por lo tanto, 

hay que considerar que en los espermatozoides como el del 

humano el núcleo es más compacto que el de otras especies 

como el del bovino.
44
 

Si bien el Hoechst 33342 es usado casi de manera 

obligatoria en el sexado de las poblaciones de 

espermatozoides X y Y, aparentemente porque no causa 

problemas detectables fenotípicamente
 6, 29, 38, 44, 65

, lo 

cierto es que esta tinción decrece la viabilidad 

espermática pero si a pesar de eso, después del  proceso 

de sexado, el espermatozoide mantiene sus características 

morfo-funcionales pudiendo ser usado satisfactoriamente 

en la producción o después de ser almacenado.
75 
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2.7. Fundamento teórico de la Centrifugación en 

gradientes de densidad 

2.7.1. Centrifugación 

La técnica se fundamenta en la aplicación de una fuerza 

centrífuga que ayuda a la separación de las partículas en 

un medio líquido. El porcentaje de sedimentación de las 

partículas depende de la naturaleza de la partícula, del 

medio en que encuentran suspendidas, así como de la 

fuerza aplicada a las partículas. De este modo, la 

sedimentación va en relación al tamaño de la partícula y 

un factor importante que afecta el porcentaje de 

sedimentación, es la viscosidad del medio.
76
 Es decir, las 

partículas más grandes sedimentan con mayor rapidez que 

las pequeñas de forma y densidad similar. La tendencia de 

las moléculas a sedimentarse durante la centrifugación se 

contrarresta por efectos de la difusión, que ocasiona que 

las moléculas se redistribuyan de modo más uniforme.
77 

 

2.7.2. Gradientes 

Un medio para gradientes de densidad, está formado por 

dos partes: un soluto y un disolvente. Los gradientes 

continuos son aquellos en los que la densidad antes de la 

centrifugación es uniforme en todo el medio y los 

gradientes discontinuos presentan capas de distintas 
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densidades, donde la de mayor densidad se encuentra en el 

fondo.
15 

Los gradientes deben cumplir ciertas 

características como: 
78
 

 Poseer un amplio rango de densidad 

 No afectar la actividad biológica de la muestra 

 No ser hipo o hiper-osmóticos 

 Fácil remoción a partir del producto purificado 

 No ser sensible al rango de luz UV y visible 

 Económico y accesible 

 Que se puedan esterilizar  

 No corrosivos, tóxico y flamables
76
 

 

2.7.3. Medios de separación utilizados 

En la mayoría de los casos, el disolvente utilizado es 

una solución acuosa amortiguadora cercana al pH 

fisiológico, aunque tanto la composición como el pH 

dependen de la naturaleza biológica de la muestra que 

será fraccionada, así como del tipo de gradiente que se 

utilizará.
79
 

Algunos de los solutos empleados en la elaboración de 

gradientes de densidad son:  

 Sacarosa: Disacárido ampliamente empleado en la 

separación y purificación de muestras biológicos 
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mediante centrifugación zonal. Sin embargo presenta una 

alta viscosidad, lo que no le permite alcanzar grandes 

densidades. La molécula es además osmóticamente activa, 

por lo que no es la más adecuada para aislar células o 

componentes celulares. Por lo demás es barata y de fácil 

adquisición. Otras de sus ventajas es su carácter no 

iónico. Se utiliza en el estudio de proteínas.
80
 

 

 Ficoll: Polisacárido sintético de alto peso molecular 

(400 kDa).Presenta un alto contenido en grupos hidroxilo 

por lo que tiene una buena solubilidad en medios 

acuosos. Además no presenta grupos ionizables que puedan 

servir de unión a las muestras. Es estable a pH neutro y 

alcalino, pudiendo ser esterilizado en autoclave sin 

degradarse, no altera la presión osmótica del medio. 

Debido a sus propiedades, el Ficoll se ha utilizado para 

la separación de células y partículas sub-celulares 

mediante centrifugación zonal.
80
 

 

 Percoll: Es una suspensión de partículas (5.15 nm) de 

ácido salicílico revestidas con un derivado de 

polivinilo (polivinilpirolidona, PVP) que presenta baja 

viscosidad a densidades altas, no afecta prácticamente a 

la presión osmótica del medio y es estable a pH 
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comprendidos entre 5 y 10. Es soluble en solución 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 

centrifugación isopícnica; sin embargo la centrifugación 

en Percoll, empleando rotores angulares durante 20-30 

minutos y 20000-100000g, produce un ligero gradiente, 

independientemente de la densidad inicial del mismo.
80
 

 

2.7.4. Centrifugación en gradientes de densidad 

Edward Kuff fue pionero en el uso de la centrifugación en 

gradientes de densidad, mostrando que esta técnica puede 

ser usada para la determinación del peso molecular en 

crudo de un soluto y para el análisis de fracciones de 

partículas sub-celulares.
78
 

En la década de los 50´s, Myren K. Brakke, desarrolló una 

sedimentación zonal utilizando un gradiente discontinuo 

de sacarosa para la separación del virus de la papa 

amarilla enana.
78
 En un inicio el empleo de los gradientes 

de densidad fue limitado, pero su utilidad, como método 

de separación, creció en diferentes campos de la 

investigación biológica.
77 
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En la actualidad, los investigadores emplean la 

centrifugación en gradientes de densidad para aislar 

partículas tan diversas como proteínas, virus, células o 

sus organelos y actualmente se siguen encontrando nuevas 

aplicaciones.
81
 

Una de las mayores ventajas de la centrifugación, es que 

permite la separación de las células, siendo un método 

suave que mantiene la función de las células.
82
 

 

2.7.5. Separación de espermatozoides por centrifugación 

en gradientes de densidad 

La separación de espermatozoides portadores del cromosoma 

Y o X, mediante centrifugación en gradientes de densidad 

ha generado interés y controversia desde su primer 

reporte
83, 84

.Siendo Ericsson y colaboradores quienes en 

1973, utilizando la sedimentación de espermatozoides 

humanos en gradientes de albúmina sérica bovina, 

reportaron haber separado una fracción rica (63%) de 

espermatozoides portadores del cromosoma Y
55
; mientras que 

Rhode separó las fracciones ricas en espermatozoides X y 

Y usando la ultra-centrifugación en gradientes de 

densidad de sacarosa.
57
 

En 1977 Hedge
85
 reporta la separación de espermatozoides X 

y Y de humano, por medio de centrifugación 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 fracción con alta proporción de 

espermatozoides X (hasta un 80.6%), mientras que para los 

espermatozoides Y el 76%
86
. En 2003, Hossepian y 

colaboradores
87 

utilizando centrifugación en gradientes de 

densidad con Percoll reportaron la separación 

espermatozoides de bovino portadores del cromosoma X,  

con una pureza de 81%, y manteniendo una viabilidad 

comparada a la de espermatozoides no sexados. 

En 2009 Vázquez utiliza la centrifugación en gradientes 

de densidad utilizando Ficoll-diatrizoato de sodio, 

utilizando semen de bovino, reportó el 80% de 

enriquecimiento de espermatozoides X, validado por    

PCR-tr.
15
  

En 2010, López
88
 utilizando la técnica de Vázquez pero 

usando semen de ovino, basándose en el sexo de las crías, 

obtiene un 50% de machos y 50% de hembras, reportando que 

la técnica de centrifugación en gradientes de densidad 

Ficoll-diatrizoato de sodio no permitió enriquecer las 

poblaciones de espermatozoides, contrario a lo que 

reportó Vázquez
15 

con espermatozoides de bovino.  
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Por otro lado, Chávez en 2011 reporta en su estudio de 

evaluación de la viabilidad en los espermatozoides de 

bovino, después del proceso de sexado, mediante 

gradientes de Ficoll-diatrizoato, y posteriormente al 

descongelado de los mismos, que 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 aplicación del 

semen descongelado en la inseminación artificial.
89
 

Desafortunadamente, el uso de la centrifugación, 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.
15, 68 , 83, 86

  

 

2.7.6. Utilización de Ficoll y diatrizoato de sodio como 

gradiente de densidad 

El Ficoll 400 es un polímero sintético de sacarosa y 

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 función del diatrizoato de sodio es proveer 
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la densidad óptima para la separación 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 separación de componentes 

sanguíneos.
90
 

Con el empleo de este tipo de gradiente de densidad, la 

cantidad de células a procesar debe guardar proporción 

con el volumen y la altura del medio de separación; el 

aumentar la altura del estrato celular, con respecto a la 

altura del medio, aumentará la contaminación en la 

interfase. Por esto, el diámetro del tubo es un factor 

importante para establecer el volumen óptimo para 

fraccionar. Para aumentar el tamaño de la muestra, es 

preferible aumentar el diámetro del tubo, tratando con 

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

las células.
90
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2.8. Inseminación Artificial(IA) 

La primera inseminación con éxito en mamíferos fue 

llevada a cabo por el Dr. Italiano Lázaro Spallanzani, en 

1784 en perros.
19
 

La IA es una técnica cuya virtud fundamental es 

incrementar notablemente el uso de un reproductor
91
 y, 

aplicada con otras tecnologías, se convierte en una 

herramienta útil para hacer más eficientes los procesos 

reproductivos de las diversas especies domésticas de 

interés productivo, como bovinos, ovinos y porcinos.
30
 

Además la IA es una de las técnicas utilizadas para 

evaluar el grado de separación de las dos poblaciones de 

espermatozoides, es decir para la evaluación de la 

relación de sexos de las crías nacidas de las hembras 

inseminadas con las fracciones ricas en espermatozoides X 

o Y, aunque esta es la última opción para realizar la 

validación del sexado del semen.
92
  

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

la mayoría de los reportes se menciona  la obtención de 

una baja fertilidad después de la IA.
93
 

 

2.9. Aplicación del sexado en la Industria Ovina 

La demanda de proteína animal se ve incrementada 

dependiendo del nivel económico y preferencia en una 
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población
92
, de esta manera, la necesidad en México, 

obliga al MVZ a producir más alimento de una forma más 

eficiente.
94
 Por tal motivo los objetivos de la producción 

ganadera se ven sometidos a una rápida evolución, por lo 

cual necesita de progreso continuos en todas las 

disciplinas, una de ellas, es la reproducción animal.
95
 

Los ovinos son una fuente importante de proteína de 

origen animal que poseen numerosas ventajas lo que los 

sitúa en un lugar preponderante en la producción 

pecuaria.
96
 

La selección de espermatozoides para la preselección del 

sexo es considerado uno de los mayores avances en la 

biotecnología de la reproducción. Actualmente sólo en los 

bovinos las crías de sexo conocido son obtenidas a nivel 

comercial usando la tecnología del sexado (citado por 

Vázquez). 
11
 

Debido a las diferencias anatómicas y fisiológicas, 

reproductivas entre cada especie, una de las limitaciones 

de la comercialización de semen sexado se ha asociado a 

la vida media viable del espermatozoide en el tracto 

genital de la hembra.
30 

En la especie ovina, el alto nivel 

de alteraciones en las proteínas de la membrana 

espermática, producto del sexado del semen, tienen poca 

interferencia para el trasporte del espermatozoide del 



32 
 

cuerpo uterino al oviducto, obteniendo un buen nivel de 

fertilidad.
97
 Sin embargo, en especies como los cerdos y 

caballos los cambios en las proteínas pueden cambiar la 

forma de interacción del espermatozoide con el ambiente 

del útero.
39
 

Por otra parte el mejoramiento de esta tecnología y el 

entendimiento de su gran impacto biológico han facilitado 

los avances en el sexado de espermatozoides por 

citometría de flujo en la oveja, mostrando que el sexado 

de semen es capaz de obtener una población de 

espermatozoides funcionalmente superior, en términos de 

funciones in vitro o in vivo.
39
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3. JUSTIFICACIÓN 

Hasta el momento, el uso del citómetro de flujo para el 

sexado de espermatozoides ha demostrado ser la única 

opción eficiente para tal fin, pero debido a su elevado 

costo se busca encontrar una metodología óptima que pueda 

ser accesible y de bajo costo para ser empleada en grades 

escalas para uso comercial. 

Una reciente investigación, señala que la separación de 

espermatozoides de bovino por centrifugación en 

gradientes de Ficoll-diatrizoato de sodio, ofrece 

resultados favorables para el enriquecimiento de la 

población de espermatozoides con cromosoma X. 

El presente trabajo pretende aplicar la técnica de 

centrifugación en colchones de Ficoll-diatrizoato de 

sodio para obtener un enriquecimiento de la población de 

espermatozoides X utilizando semen de ovino y validar la 

técnica por citometría de Flujo e Inseminación 

Artificial. 
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4. HIPÓTESIS 

El enriquecimiento de la población de espermatozoides X 

del semen de carnero, por la técnica de centrifugación en 

Ficoll-diatrizoato de sodio, permitirá obtener un mayor 

número de crías hembras en ovejas inseminadas 

artificialmente. 

 

5. OBJETIVOS 

 Obtener el enriquecimiento de la población de 

espermatozoides X de ovinos por medio de la técnica 

de centrifugación en Ficoll-diatrizoato de sodio. 

 Determinar la fertilidad y la prolificidad de las 

hembras con estro sincronizado e inseminadas 

cervicalmente con una dosis de semen fresco sexado y 

no sexado.  

 Comparar la proporción de crías hembras y machos en 

las ovejas inseminadas con el semen sexado y no 

sexado a una concentración de 120 x 10
6
. 

 Evaluar el enriquecimiento de la población obtenida, 

después del sexado del semen en colchones de Ficoll-

diatrizoato de sodio por citometría de flujo. 
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6. MATERIAL Y MÉTODO 

El presente trabajo se llevó a cabo en el Centro de 

Enseñanza, Investigación y Extensión en Producción 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 morfología, ambos pertenecientes a 

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

UNAM.  

Se utilizaron 14 borregas adultas de raza suffolk, con al 

menos un parto de entre tres y cinco años de edad y; 10 

borregas de la raza hampshire con edad promedio de 1 año. 

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
6
 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
6
 (grupo 2). 

Los procesos que se mencionan a continuación se 

realizaron en CEIEPO. 
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6.1. Sincronización de borregas 

El grupo 1 (n=10) y el grupo 2 (n= 14), fueron 

sincronizadas a principios del mes agosto de 2010, 

habiendo  un día 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 adicionó un ungüento 

(Bovoflavina® Intervet). 

A los 12 días después de colocadas las esponjas fueron 

retiradas y se les aplicó a las hembras 100 UI 

Gonadotropina Coriónica Equina (eCG) intramuscular 

(Folligon® Intervet).  

A los días 13 y 14 se detectaron las hembras en celo, 

esto por la mañana 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 utilizó 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 realizó la limpieza del pene y del prepucio. 

Uno de los sementales de raza suffolk se utilizó para 

inseminar a las hembras del grupo 1 (semen fresco no 

sexado) y el otro semental de la misma raza se utilizó 

para inseminar a las hembras de la misma raza 

pertenecientes al grupo 2 (semen fresco sexado), mientras 

A D 

C 

B 
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que el resto de las hembras de este último grupo fueron 

inseminadas con el semental de raza hampshire. 

Para la inseminación con semen fresco sexado se 

obtuvieron 2 eyaculados de cada macho (suffolk y 

hampshire), mientras que para la inseminación con semen 

fresco no sexado sólo se necesitó de un eyaculado. 

 

6.3. Preparación de las dosis de semen fresco no 

sexado 

Una vez obtenido el eyaculado se puso en baño maría a 

37°C. Se tomó una gota de semen, se colocó en una 

laminilla y se observó al microscopio para determinar la 

movilidad en masa de los espermatozoides; también se 

evaluó el volumen y color. La concentración espermática 

fue determinada por medio de la cámara de Neubauer. 

Una vez determinada la concentración de espermatozoides 

por ml se estimó el número de dosis a obtener de cada 

eyaculado, para ello se dividió la concentración de los 

espermatozoides móviles entre el número de 

espermatozoides a inseminar (concentración por dosis). El 

volumen final, constituido por el diluyente más el semen 

eyaculado, se obtuvo al multiplicar el número de dosis 

por el volumen de cada dosis (0.25 ml).
98
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No. de dosis = Concentración de espermatozoides móviles 

   Concentración dosis a inseminar 

 

Volumen final = número de dosis X volumen de cada dosis 

 

Cantidad de diluyente a agregar = volumen final – volumen    

eyaculado 

 
Como diluyente de los espermatozoides para la 

inseminación se utilizó 40 ml del diluyente comercial 

(Triladyl®, minitüb), 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 adicionó una 

solución conteniendo (Hidroximetil aminometano), (Trizma 

base 300 mM, fructuosa 27.8 mM, ácido cítrico 27.8 mM), 

pH 7.4, a una dilución de 1:1 y se colocó en baño maría a 

37°C en un termo para ser transportado al Departamento de 

morfología de FMVZ-UNAM. 

Los siguientes procedimientos se realizaron en el 

Departamento de morfología. 
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6.5. Centrifugación en gradientes de densidad de 

Ficoll-diatrizoato de sodio 

Como ya fue mencionado, las muestras fueron transportadas 

al laboratorio del Departamento de morfología 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 observó la movilidad. 

Para el gradiente de densidad el Ficoll (PM 400 Sigma-

Aldrich) se preparó al 8% en Solución 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 solución que le 

fue adicionada para su trasporte. Una vez centrifugado se 

resuspendió el semen en  PBS.  

Para determinar la concentración espermática 500 µl de 

solución Tritón al 1% y 25 µl de semen fueron re-

suspendidos en un tubo Eppendorf, se homogenizaron y se 



41 
 

colocan 20 µl de la suspensión espermática en una cámara 

de Neubauer, y la concentración espermática fue ajustada 

a 160 x 10
6
/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% más 1 ml de diatrizoato de sodio-PBS al 32.8%
15 

colocados en tubos de ensaye de vidrio de 10 ml y 

mezclados, delicadamente sobre el colchón se colocó la 

muestra espermática a una concentración de 160 x 

10
6
células/ml. Las muestras fueron centrifugadas a 750 

rpm durante 15 minutos. Después de la centrifugación se 

observaron tres interfases, así como una pastilla en el 

fondo del tubo, las pastillas fueron recuperadas mediante 

aspiración con una pipeta Pasteur y colocadas en un tubo 

de ensaye de vidrio de 10 ml, re-suspendidas en PBS y 

centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos y se 

procesaron para ser empajilladas. 

 

6.6. Viabilidad espermática por tinción vital eosina-

nigrosina 

Para determinar la viabilidad de los espermatozoides 

antes y después del sexado se utilizó la técnica de 
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eosina-nigrosina (E-N), descrita por Dott y Foster
99
 en 

1972. 

Esta evaluación sólo se realizó para el semen de uno de 

los macho suffolk utilizado para las hembras del grupo 2. 

En un tubo Eppendorf se colocó 200 µl 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 µl de la muestra de 

semen y se le adicionó 80 µl de eosina-nigrosina para 

obtener una dilución de 1:8 y se dejó 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 teñidos) y muertos (total o 

parcialmente teñidos). 
100 

 

6.7. Elaboración 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 tomó una gota del semen 
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colectado, se colocó en un portaobjetos y se observó al 

microscopio para determinar la movilidad progresiva. 

Para determinar la concentración espermática se tomaron 

25 µl de semen y 500 µl de tritón al 1% en PBS, se 

colocaron en un tubo Eppendorf, se homogenizaron y una 

gota fue colocada en una cámara de Neubauer. La 

concentración se ajustó utilizando el diluyente comercial 

(Triladyl® minitüb) para obtener  una concentración de 

120 x 10
6
 para  pajillas de 0.25ml.  

 

6.8. Transporte de semen al CEIEPO 

Una vez sexado el semen se colocó en un tubo de ensaye de 

10 ml, se selló con papel parafina (Parafilm®, laboratory 

film), se envolvió en papel aluminio y se le colocó en un 

termo a una temperatura 32°C aproximadamente. 

 

6.9. Inseminación cervical de las borregas 

La inseminación artificial se llevó 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 inseminación las borregas fueron colocadas sobre 

un potro, de tal manera que se facilitara la visión para 

el inseminador y de mantener lo más cómodo 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 

depositó el semen delicadamente en la entrada del cérvix 

(os externa). 
101 

 

6.10. Diagnóstico de gestación 

Este se realizó entre los días 30 y 35 posterior a la 

inseminación artificial, para confirmar el diagnóstico de 

gestación se utilizó un ultrasonido de imagen con 

transductor de 3.5 MHz. 

 

6.11. Análisis estadístico 

Fue evaluado el porcentaje de fertilidad empleando una 

chi-cuadrada, la prolificidad utilizando T Student y la 

proporción de las crías hembras y machos por medio de una 

prueba exacta de Fisher. 
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La viabilidad espermática a través de la tinción eosina-

nigrosina fue evaluada con T Student.  

 

6.11.1. Validación de la técnica de centrifugación en 

colchones de Ficoll-diatrizoato de sodio por citometría 

de flujo  

Para este ensayo los animales empleados fueron diferentes 

a los utilizados para la inseminación artificial. Cabe 

mencionar que este objetivo fue planteado poco después de 

haber inseminado el semen sexado y gracias a que se 

presento la oportunidad de emplear esta metodología para 

evaluar nuestro procedimiento de sexado.  

La valoración de la técnica se realizó en la Unidad de 

Investigación Médica en Inmunoquímica, Hospital de 

Especialidades Dr. Bernardo Sepúlveda, Siglo XXI, 

perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social. 

El citómetro de flujo utilizado es de la marca BD 

Facsria
TM
, el cual cuenta  con un sistema estable de alta 

alineación 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. Obtención 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 Enseñanza, 

Investigación y Extensión en Producción 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 

morfología estos fueron adicionados con una solución 

conteniendo Trizma base (Hidroximetil aminometano) 300 

mM, fructuosa 27.8 mM, ácido cítrico 27.8 mM, pH de 7.4, 

a una dilución 1:9, se colocaron en baño María a 37°C en 

un termo. 

 

6.11.1.3. Preparación de la solución stock de Hoechst 

33342 

Para la preparación de la solución stock se utilizaron   

4 mg de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) los cuales fueron 

disueltos en 1 ml de PBS, de esta solución inicial se 

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

stock a una concentración de 8.9 mM descrita por Schenk.
33
 

Alícuotas de 25 µl de la solución stock fueron hechas 

para ser empleadas posteriormente en la solución de 

trabajo (224 µM), siendo envueltas con papel aluminio, y 

se colocaron en una caja protegida de la luz para su 

congelación a 4°C.  

Todo este procedimiento se realizó en la oscuridad con la 

ayuda de una lámpara de luz neón. 

 

6.11.1.4. Tinción vital de eosina-nigrosina 

Para evaluar la viabilidad de los espermatozoides antes y 

después del sexado se realizó la tinción de eosina-

nigrosina, previamente descrita, a los 4 eyaculados 

utilizados. 

 

6.11.1.5. Ajuste de la concentración del semen  

El semen sexado por centrifugación en gradiente de 

densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio fue procesado 

como se indicó, para la evaluación de su concentración 

las células recuperadas fueron re-suspendidas a la 

concentración a 15 x 10
6
/ml en  PBS y coloca en tubos con 
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rosca para cultivo. Como control se utilizó el semen no 

sexado. 

 

6.11.1.6. Tinción Hoechst 33342 

Las alícuotas congeladas del fluorocromo antes de su uso 

fueron previamente descongeladas a temperatura ambiente 

en un cuarto oscuro. 

Se adicionó una alícuota de trabajo de Hoechst 33342 a 

los tubos con semen sexado, (1 ml a una concentración de 

15 x 10
6 
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 incubación, las muestras 

fueron colocadas en un termo con un refrigerante a 35°C y 

transportados al Hospital Siglo XXI para su evaluación en 

el citómetro de flujo. 

Todo este manejo se realizó en un cuarto oscuro con ayuda 

de una lámpara de luz neón. 
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6.11.1.7. Citómetro de flujo BD FacsriaTM 

Este equipo consta de un láser Argón, utilizándose una 

exposición de 359nM, con un pico máximo de emisión de  

461 nM, donde se seleccionó a los eventos que 

corresponden a células y se capturaron 10000 eventos para  

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

La intensidad de la fluorescencia de los espermatozoides 

fue analizada después de una selección primaria basada en 

el tamaño (FSC-A) y la complejidad celular o granularidad 

(SSC-A), esto con la finalidad de excluir partículas 

contaminantes como aglutinaciones. Utilizando el programa 

Summit Flowjo, win MD.  



50 
 

7. RESULTADOS 

En el cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos de 

la evaluación en los eyaculados de los machos antes del 

sexado.  

 

Cuadro 1. Resultados obtenidos de la evaluación en el 

semen de los machos.  

 

 
♂suffolk 

1 

♂ suffolk 
2 

♂ hampshire 

No. de eyaculados 

 

 

Volumen 

2 

 

3.5 ml 

1 

 

2 ml 

2 

 

4 ml 

 

Movilidad progresiva 

 

80% 

 

75% 

 

90% 

 

Concentración 

espermática 

 

302 x 10
6 

 

418 x 10
6 

 

380 x 10
6 

 

En el cuadro 2 se presenta la evaluación de la movilidad 

del semen sexado al ser re-suspendido en el diluyente 

comercial (Triladyl®, minitüb)
 

y la concentración 

espermática obtenida por cada 160 x 10
6 
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 evaluación de la movilidad 

espermática despúes del sexado 

 

 ♂ suffolk 

2 

♂hampshire 

Movilidad progresiva 45% 60% 

 

Concentración espermática de 

pastilla 

 

68 x 10
6 

 

87 x 10
6 

 

En la Gráfica 1, se observa el porcentaje de movilidad 

espermática antes y después del sexado para sementales 

utilizados en la IA. 

 

Gráfica 1. Porcentaje de movilidad espermática (antes y 

después del sexado para sementales utilizados para la 

inseminación artificial) 
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En el cuadro 3, se muestran los porcentajes de la 

evaluación de espermatozoides vivos y muertos con la 

tinción eosina-nigrosina para los eyaculados utilizados 

para la Inseminación Artificial. En la figura 2 se 

presentan los patrones de tinción evaluados en las 

células, con esta técnica. 

Cuadro 3. Evaluación de espermatozoides vivos y muertos 

con tinción eosina-nigrosina en eyaculados utilizados 

para la inseminación artificial 

 
 

 Vivos Muertos 

 

Espermatozoides antes del sexado 

 

64.67
a 

  

35.83
a
 

 

Espermatozoides después del sexado 

 

56.25
b 

 

  44
b 

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

 

Figura 2. Espermatozoide ovino vivo (A) y un 

espermatozoide muerto (B) teñido con eosina-nigrosina. 

 

A

   

B 
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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 gestación en hembras inseminadas 

con semen sexado y no sexado. 

 

 No. de 

♀inseminadas 
No. de 

♀Gestantes 
% de 

♀gestantes 
Semen no 

sexado  

(grupo 1) 

10 6 60 %
a 

 

Semen  

sexado 

(grupo 2) 

 

14 

 

7 

 

50 %
a 

a 
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), así como el número de 

crías paridas; no habiendo diferencia significativa entre 

grupos. 

Cuadro 5.Porcentaje de prolificidad en ovejas, número y 

sexo de las crías inseminadas con semen sexado y no 

sexado. 

 No. de crías No. de ♀ 

paridas 

prolificidad 

Semen sexado 
(grupo 1) 

8 6 114.28
b 

 

Semen no sexado 
(grupo 2) 

 

10 

 

7 

 

166.66
b 

b 
Valores significativos ( P=0.057) 

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

crías de borregas inseminadas con semen sexado y semen no 
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sexado. Aunque no se encontró una diferencia estadística 

significativa entre grupos, se pudo observar un mayor 

número de hembras nacidas en el grupo 2. 

 

Cuadro 6. Proporción del sexo de las crías 

 Sexo de las crías 

 Hembras machos 

Semen sexado 

(grupo 1) 
5 3

c 

 

Semen no sexado 
(grupo 2) 

 

5 

 

5
c 

c 
Valores no significativos (P>0.05) 
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7.1. Análisis en citómetro de flujo 

En la gráfica 2 se muestra la autofluorescencia de las 

células espermáticas al ser valoradas por citometría de 

flujo. 

 

 

Gráfica 2. Se muestra las dos poblaciones de 

espermatozoides de un eyaculado mostrando su auto 

fluorescencia. 

 

La dispersión de las dos poblaciones espermáticas teñidas 

con Hoechst 33342 tomando en consideración su 

granularidad y tamaño se presenta en la gráfica 3. 
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Gráfica 3. Gráfica de dispersión donde se observan las 

dos poblaciones de un eyaculado, teñidos con Hoechst 

33342, utilizando los parámetros  de granularidad (eje Y) 

y tamaño (eje X). 

 

Se observa en la grafica 4 y 5 que la población de 

espermatozoides X se encuentra favorecida, en una muestra 

con semen sexado por la técnica de centrifugación en 

colchones de Ficoll-diatrizoato de sodio. 
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Gráfica 4. En la gráfica de dispersión se observan aún 

dos poblaciones de espermatozoides después de utilizar la 

técnica de centrifugación en gradientes de Ficoll-

diatrizoato de sodio pero mostrándose favorecida la 

población X un 68% más que la población Y. 
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Gráfica 5. La población de espermatozoides X se encuentra 

enriquecida en el semen sexado por la técnica de 

centrifugación en  Ficoll-diatrizoato de sodio. 

 

La citometría de flujo mostró que existe un 

enriquecimiento del 68% de la población de 

espermatozoides X después de la centrifugación del semen 

en el gradiente de Ficoll-diatrizoato de sodio (gráfica 4 

y 5); lo cual coincide con el número de hembras nacidas 

en las borregas del grupo 2. 

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

de viabilidad (tinción eosina-nigrosina) de los 

Y 

X 
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eyaculados utilizados para evaluar la técnica de 

centrifugación en gradientes de Ficoll-diatrizoato de 

sodio por citometría de flujo. Se encontró diferencia 

estadística (P<0.05) entre el número de espermatozoides 

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

 

Cuadro 7. Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos 

utilizando la tinción eosina-nigrosina para muestras 

utilizadas en citómetro de flujo. 

 

 No. de eyaculados Antes del sexado Después del sexado 

% vivos % muertos % vivos % muertos 

1 71.5 31 67 33 

1a 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
a 

35.37
a 

56
b 

44.05
b 

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

 

En la Gráfica 6 se presenta el porcentaje de viabilidad 

espermática (células vivas y muertas), evaluada por la 

tinción eosina-nigrosina, antes de someter a la 

centrifugación en Ficoll-diatrizoato de sodio a los 

eyaculados. 
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Gráfica 6. Porcentaje de viabilidad  espermática  antes 

del sexado utilizando la tinción eosina-nigrosina 
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En la Gráfica 7 se presenta el porcentaje de la 

viabilidad espermática (células vivas y muertas), 

evaluada por la tinción eosina-nigrosina, después de 

someter a la centrifugación en Ficoll-diatrizoato de 

sodio a los eyaculados.  

 

 

Gráfica 7. Porcentaje de viabilidad espermática después 

del sexado utilizando la tinción eosina-nigrosina 
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En el cuadro 8 y gráfica 8 se presenta la movilidad 

espermática antes y después del sexado en las muestras 

utilizadas para la validación del sexado por el citómetro 

de flujo. Las muestras después de la centrifugación 

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

 

Cuadro 8. Movilidad espermática antes y después del 

sexado para muestras utilizadas en el citómetro de flujo. 

 

Eyaculado % movilidad antes del 

sexado 

% movilidad después del 

sexado 

Eyaculado 1 80 45 

 

Eyaculado 1a 
 

90 

 

40 

 

Eyaculado 2 
 

80 

 

40 

 

Eyaculado 2a 
 

90 

 

40 

 

Promedio 
 

85
a 

 

41.25
b 

a y b muestran una diferencia estadística significativa (P>0.05) 
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Gráfica 8. Porcentaje de movilidad espermática antes y 

después del sexado para muestras utilizadas en citómetro 

de flujo. 
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8. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en este estudio, mostraron que 

no hay diferencia estadística significativa (P>0.05) 

entre el sexo de las crías nacidas en las borregas 

inseminadas con semen sexado mediante la técnica de 

centrifugación en gradientes de Ficoll-diatrizoato de 

sodio, esto posiblemente se deba a que el número de 

hembras inseminadas fue reducido. Sin embargo, los 

resultados obtenidos por citometría de flujo nos permiten 

sugerir que existió un enriquecimiento de la población X, 

lo que coincide con el número hembras nacidas. El 

enriquecimiento de los espermatozoides X fue obtenido 

siguiendo las modificaciones propuestas por López
88
, como 

centrifugar la muestra solo 15 min. 

Cabe mencionar que en el trabajo de López
88
, utilizando la 

misma técnica reportada por Vázquez
15
 no se logró el 

enriquecimiento de la población de espermatozoides X. 

Vázquez
17 

reportó un enriquecimiento del 80% la población 

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 población 

X, siendo este el método más definitivo para evaluar el 

grado de separación de las dos poblaciones de 
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espermatozoides por lo tanto, evaluar la relación de 

sexos de las crías en las hembras inseminadas con la 

población enriquecida de X o Y. 
92
 

Además en el estudio realizado por Vázquez no se realizó 

la evaluación de la viabilidad espermática, daño 

espermático, motilidad e integridad de membrana, datos 

que nos permiten obtener una mejor fertilidad al momento 

de inseminar.
102

 

Por otra parte, aunque la técnica de PCR-tr es una prueba 

altamente sensible presenta una probabilidad, 

relativamente alta de obtener falsos positivos por 

contaminación (citado por López
88
), además de que la 

información que proporciona es cuantitativa.
102, 103

 

Una de las limitaciones en el proceso de centrifugado del 

semen es que causa una gran pérdida de espermatozoides
104
, 

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
105, 106

, encontrándose además que la 

movilidad del espermatozoide no decae drásticamente 

cuando la fuerza de centrifugación es más baja.
107
 

Contrario con lo antes mencionado, en este trabajo se 

observó que la centrifugación de 160 x 10
6
 

espermatozoides para el sexado de los mismos permitió la 
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recuperación en promedio del 45% de las células, 

presumiblemente portadoras del cromosoma X, mostrando así 

sólo la pérdida del 5% de espermatozoides. Sin embargo, 

la movilidad espermática mostró un decremento 

significativo (45% y 60%), coincidiendo con lo ya 

reportado y obteniendo resultados similares a lo 

reportado por López
88
. Las posibles causas negativas, al 

someter al espermatozoide a este tipo de estrés, puede 

ser daño a la integridad de membrana, lo que puede a su 

vez afectar su capacidad fertilizadora 
108, 109

; o también 

puede ser debido a la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) 
110, 111

, que ocasionan alteraciones del 

funcionamiento de la membrana plasmática de los 

espermatozoides.
112, 113

  

Por otra parte, en el caso del semen sexado el tiempo 

trascurrido entre la colecta y la inseminación artificial 

también pudo haber afectado la movilidad espermática; se 

sabe que almacenamientos o transportes prolongados no les 

otorgan a las células las condiciones fisicoquímicas que 

necesitan para sobrevivir adecuadamente
114
;es decir una 

disminución en el metabolismo del espermatozoide por 

agotamiento de los sustratos energéticos puede ocasionar 

que disminuya la movilidad espermática.
115 

Adicionalmente, 

los cambios de temperatura, que se dieron desde la 
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colecta del semen hasta la inseminación de los 

espermatozoides sexados, de igual forma pudieron causar 

alteraciones en la membrana espermática, disminuyendo la 

calidad del semen así como la vida útil del mismo.
114
  

De manera importante, se ha reportado que el diatrizoato 

de sodio tiene una interacción iónica con las moléculas 

por lo que posiblemente éste compuesto pudo interaccionar 

iónicamente con el espermatozoide, ya que en esta célula 

presenta carga en la membrana una vez que se le retira el 

plasma seminal (citado por López
88
). 

Ricci menciona que en espermatozoides de bovino la 

centrifugación en gradientes de densidad permite obtener 

espermatozoides viables con una buena movilidad 

progresiva.
116
 

Chávez
89
, utilizando la misma técnica de sexado empleada 

en este estudio, pero en semen de bovino, reportó 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 los espermatozoides de los bovinos y 

equinos son menos sensibles a la centrifugación que otros 

mamíferos (citado por Machado
117

), posiblemente a eso se 

debe que el toro tenga una mayor tolerancia al estrés 

para el proceso de sexado.
118
 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 los motivos 

antes referidos. 

En relación a la prolificidad, en borregas puede verse 

afectada por múltiples factores entre ellos está la edad 

y la raza
97, 119

. En este estudio se utilizaron hembras 

primalas para la inseminación del semen sexado, lo cual 

posiblemente influyo en el resultado obtenido, ya que 

estas tienden a presentar una menor prolificidad que 

aquellas que son multíparas
119, 120

. 
 

Por otro lado, algunos autores mencionan que el tiempo 

óptimo para la inseminación, después de retirar las 

esponjas vaginales es entre 48 y 65 hrs; tempranamente a 

las 36 hrs o  máximo 72-78 hrs después, en este estudio, 

en el caso del semen sexado, la inseminación se realizó 

aproximadamente 60 horas después, lo que posiblemente 

pudo haber influido en la 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 inseminación cervical, según varios 

registros.
121, 122 

Stojanov, empleando este tipo de 

inseminación obtiene entre 50% y 53% de fertilidad con 
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dosis de inseminación de 20 a 40 millones de 

espermatozoides motiles y de 51% con dosis de 80-100 

millones 
123

; mientras que Donovan, empleando inseminación 

intra-cervical y utilizando pajillas de semen congelado 

reporta 58% de fertilidad, mencionando que mínimas 

variaciones de fertilidad en las hembras pueden deberse a  

diferencia del semen entre machos.
117, 124, 125

 Por su parte, 

Macedo menciona que la proporción de sexos en una camada 

se relaciona también con el semental utilizado
125

, además 

de verse afectada por el tipo de inseminación.
118
 

La doble inseminación es un método utilizado para 

incrementar la fertilidad
117
, pudiéndose realizar en las 

siguientes 8-10 hrs después de la primera inseminación o 

en rango de 24 hrs obteniendo un incremento hasta del 10% 

en la fertilidad.
125
 

En este estudio sólo se realizó sólo una inseminación, 

por lo que posiblemente el realizar dos inseminaciones 

podría mejorar la fertilidad o está también podría 

incrementarse al emplear la inseminación por 

laparoscopia, ya que con ella se puede obtener hasta el 

80% de fertilidad a inseminar con un menor número de 

espermatozoides
 
.
126, 127
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Cabe mencionar que en el caso de la borrega, la 

fertilidad puede haberse afectada al emplear la 

inseminación cervical, ello debido a la estructura 

anatómica del cérvix
128
; ya que esté es un órgano tubular 

largo y fibroso, en donde el lumen es tortuoso y presenta 

4-7 anillos, por lo que representa una barrera para la 

inseminación cervical
129
 ya que una gran cantidad de 

espermatozoides quedan atrapados en los pliegues mucosos 

y en tanto los factores fisicoquímicos e inmunitarios de 

la vagina y el cuello uterino tienen una función 

importante en la supervivencia de los espermatozoides
14 

Por otra parte, en este estudio sólo se inseminaron 24 

animales, por lo que se observó diferencia numérica entre 

el sexo de las crías nacidas en las hembras inseminadas 

con semen sexado esto no fue estadísticamente 

significativo; por que coincidimos con lo mencionado por 

Amann que para valorar la proporción del sexo de las 

crías es necesario determinar el número de observaciones 

necesarias para obtener una conclusión adecuada y 

minimizar con ellos los errores de probabilidad, siendo 

necesario el mayor número de observaciones para tener una 

mejor certeza.
130
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Por otro lado, respecto al número de espermatozoides 

utilizados en citometría de flujo del 100% de 

espermatozoides ingresados al citómetro de flujo un 20% 

termina colectado en la fracción X y un 20% en la 

fracción 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, están a una 

concentración de 2 o 10 x 10
6
 espermatozoides dosis a la 

que normalmente se utiliza en la IA. Tomando en 

consideración éstos datos, la velocidad que se maneja el 

citómetro, éste produce 7 pajillas de 2 x 10
6
 de 

espermatozoides X o Y por eyaculado
66
 y en contraste, con 

el sexado de semen por centrifugación se recupera una 

pastilla de aproximadamente la mitad de las células 

depositadas, por lo tanto se obtendría un mayor número de 

pajillas de 0.25 ml. 

Si bien la citometría de flujo un método de separación 

importante en la investigación biomédica y en el 

laboratorio clínico, debido a su capacidad para el 

análisis automático de suspensiones celulares
131

, se ha 

utilizado como una herramienta de validación, sin embargo 

se sigue buscando una alternativa para sexado de semen.
11
 

En este estudio el uso de la citometría de flujo para 
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validar la técnica de sexado por centrifugación en 

gradiente de densidad de Ficoll-diatrizoato de sodio, 

mostró un 68%  en el enriquecimiento de la población X de 

espermatozoides de ovino (gráfica 5), considerándose como 

un dato relevante y de utilidad para continuar con más 

investigaciones para que en un futuro Pudiera emplearse a 

nivel de campo ya que cualquier centro de producción 

podría contar con el material necesario para llevarla a 

cabo. 

Por tal motivo, la comercialización de semen sexado 

dependerá del desarrollo de esta o de otra técnica que 

logre ofertar un precio adecuado y así lograr un consumo 

importante en la ganadería; esto impulsaría su 

utilización masiva, y por tal motivo reduciría el costo. 
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9. CONCLUSIONES 

 El sexado de semen por la técnica de centrifugación 

en gradiente de Ficoll-diatrizoato de sodio permitió un 

mayor número de hembras nacidas, en la especie ovina, 

obteniendo 68% de enriquecimiento de la población X de 

espermatozoides validada por citometría de flujo. 

 El uso de 2 diferentes machos para el sexado del 

semen y su uso en la Inseminación artificial dificulta su 

evaluación 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 y el transporte de la muestra al 

laboratorio de la FMVZ a CEIEPO dificultó el manejo en 

los animales, por lo que el realizar el experimento en un 

solo lugar podría optimiza los resultados. 

 El uso de la citometría de flujo para la validación 

del sexado del semen por gradiente de densidad Ficoll-

diatrizoato de sodio  permitirá hacer las mejoras 

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

 Es necesario seguir estandarizando la técnica de 

centrifugación en Ficoll-diatrizoato de sodio para lograr 

obtener el 80% o más de enriquecimiento de la población 

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 número de animales 

(N=200) para determinar la proporción de sexos en las 

crías, así como la fertilidad y prolificidad y obtener 

diferencias estadísticas significativas.  

 Realizar doble inseminación cervical o utilizar la 

inseminación por laparoscopia pudiendo utilizar un menor 

número de espermatozoides viables para obtener un mayor 

porcentaje de fertilidad. 

 Al Realizar las modificaciones pertinentes a ésta 

técnica se podría inseminar, y comparar el sexado por 

citometría de flujo para valorar ventajas y desventajas, 

así como la criopreservación del semen. 

 Evaluar el enriquecimiento de la población Y por 

centrifugación en gradientes de Ficoll-diatrizoato de 

sodio. 
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