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I.- RESUMEN 

 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia y  capacidad fecundante in 

vivo  de espermatozoides de ovino sexados por densidad de gradientes con Ficoll-
Diatrizoato de Sodio. Se utilizaron 60 ovejas de raza Suffolk  con una edad 
promedio de 1 año; que fueron sincronizadas  con esponjas vaginales con 20 mg 
de acetato de fluorogestona y  al ser retiradas   200 UI de gonadotropina coriónica 
equina (eCG). A las  48 horas posteriores  al retiro de esponjas fueron 
inseminadas por laparoscopia con dos dosis de semen cada una.  La mitad de las 
hembras (n=30) fueron inseminadas con semen sin sexar y la otra mitad (n=30)  
con semen sexado con cromosoma X. El semen  se obtuvo de 2 machos Suffolk 
con edad de 3 años y fertilidad probada, mediante vagina artificial. El semen fue 
lavado en PBS y centrifugado a 2500 rpm durante 5 minutos y se dividió en dos 
fracciones, una fue utilizada como control (semen no sexado) y la otra fue  sexada  
en gradientes de Ficoll-Diatrizoato de sodio, siendo la   concentración ajustada a 
160x106 espermatozoides/ml en PBS en tubos de vidrio de 10 ml. Se colocó 1 ml 
de muestra sobre un colchón  de 2.4 ml de Ficoll al 8 % en PBS mezclada con 1 
ml de Diatrizoato de sodio al 32.8 % en PBS y fueron centrifugadas  a 700 rpm 
durante 20 minutos, la pastilla fue recuperada y  lavada con PBS. Posteriormente, 
se resuspendió en un diluyente comercial para semen y se envaso en pajillas de 
0.25 ml a una concentración de  20 X 106 de espermatozoides. El diagnóstico de 
gestación se realizó a los 60 días post-inseminación mediante ultrasonido de 
imagen y el sexo de las crías se determinó al nacimiento. Se utilizo chi cuadrada 
para evaluar la proporción  de fertilidad  para las ovejas inseminadas con semen 
sexado fue de 23.3 % y significativamente (P<0.05) menor al  grupo control 73.3 
%.  El sexo de las crías fue 54.1 % machos y 45.8 % hembras, para semen no 
sexado, mientras que para semen sexado fue de 50 % machos y 50 % hembras, 
no habiendo diferencia significativa (P>0.05). Los resultados obtenidos indican que 
la centrifugación en gradientes de densidad, no enriquece la población  de 
espermatozoides con cromosoma X y que provoca daños al espermatozoide que 
afectan su capacidad fecundante. 

 
Palabras claves: Sexado de semen, Centrifugación, Gradientes de densidad, 

Inseminación. 
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II.- ABSTRACT 

The present study aimed to   evaluate the efficiency and in vivo fertilizing capacity 
of ram sperm sexed by density gradient with Ficoll-sodium diatrizoate. Sixty Suffolk 
ewes with one year old were treated with intravaginal pressary  impregnated  with 
20 mg fluorogestona acetate for 9 days and were administered 200 IU equine 
chorionic gonadotropin (eCG). At 48 hours after  were inseminated by laparoscopy 
with two doses of semen. Half of the ewes  (n = 30) were inseminated with 
unsexed semen  and the other half (n = 30) with X chromosome-sexed semen The 
semen was obtained from 2  Suffolk ram  with  3 years old  and fertile by artificial 
vagina. The semen was centrifuged in PBS at 2500 rpm for 5 minutes and was 
divided into two portions, one was used as control (unsexed semen) and the other 
was sexed on gradients of Ficoll-sodium diatrizoate, the concentration adjusted to 
160x106 sperm / ml in PBS in glass tubes of 10 ml. Placed 1 ml of sample on a 
cushion of 2.4 ml of 8% Ficoll in PBS mixed with 1 ml of sodium diatrizoate 32.8% 
in PBS and were centrifuged at 700 rpm for 20 minutes, the pellet was recovered 
and washed with PBS. Subsequently resuspended in a commercial semen 
extender and packaged in straws of 0.25 ml at a concentration of 20 X 106 
spermatozoa. Pregnancy was confirmed at 60 days post-insemination by 
ultrasound imaging and the sex of the offspring was determined at birth. Chi 
square was used to assess the fertility rate for ewes inseminated with sexed 
semen was 23.3% and significantly (P <0.05) lower than control group 73.3%. The 
sex of the offspring was 54.1% males and 45.8% females for unsexed semen, 
while for sexed semen was 50% male and 50% females, there being no significant 
difference (P> 0.05). The results indicate that the density gradient centrifugation, 
does not enrich the population of sperm with chromosome X and causes damage 
affecting sperm fertilizing capacity. 
 

Key words: Sexed semen, Centrifugation, Density gradient, Insemination. 
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III  INTRODUCCIÓN 

La necesidad de optimizar la producción animal a través del mejoramiento 

genético, ha provocado un impulso en la investigación de diversas  biotecnologías 

en el campo de la reproducción (Johnson, 2001). Dentro de estas se incluyen la 

inseminación artificial, la  transferencia de embriones producidos  in vitro  e in vivo  

y  el sexado de semen (Ordoñez 2005). Respecto a la posibilidad de determinar el 

sexo de la descendencia antes de la concepción, no solo en los animales 

domésticos sino también  en la especie humana, ha sido una idea que ha ocupado 

la mente del hombre desde hace miles de años. Los primeros intentos realizados 

en este sentido se describen en la época de los antiguos filósofos griegos y eran 

basados en la mitología, las  supersticiones o creencias populares, como comer 

carne roja o beber sangre de león (Campus et a., 1995).  

Las primeras evidencias científicas convincentes sobre la determinación del 

sexo del individuo llegan en el siglo XX con el descubrimiento de los cromosomas 

sexuales y el de su papel principal en dicha  determinación (Guyer, 1910). 

   Hoy en día, el deseo de seleccionar el sexo de la progenie sigue vigente y ha 

transcendido hasta la zootecnia, ya que el poder seleccionar el sexo de la 

progenie es una herramienta que permite aumentar la eficiencia reproductiva 

(Vázquez, 2008). 

Con el propósito de mejorar la genética de los individuos, en la ganadería se ha 

empleado cruza  de individuos con características hereditarias selectivas, mas aún 

los cruzamientos naturales han sido desplazados por la Inseminación Artificial (IA), 

que ofrece la ventaja de disminuir los costos involucrados  a la selección única de 

un macho para la obtención de progenie de alto valor genético.  Sin embargo una 

de las limitantes más importantes hasta el día de hoy en la producción,  es el 

desconocimiento del sexo que tendrá la descendencia, siendo uno de los 

principales parámetros a manipular por medios biotecnológicos (Seidel et al., 

2005). Es por ello que tiene gran interés  la manipulación  de los espermatozoides 
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para sexar el semen, y lograr una separación de las dos poblaciones de 

espermatozoides; los portadores del cromosoma X y los portadores del Y, tanto en 

animales como en humanos (Aysa et al., 2005). 

Basado  en los cromosomas que portan los espermatozoides, se han 

desarrollado técnicas para su sexado, buscando  un método eficaz que permita la 

separación  de fracciones ricas en espermatozoides X o  Y y que permita 

mantener su viabilidad. De los numerosos métodos o técnicas que se han 

desarrollado, muchos de ellos no han sido exitosos a nivel comercial, ya sea 

porque ofrecen resultados poco satisfactorios o escasa repetitividad (Luderer et 

al., 1982). Entre ellas  la separación de las poblaciones por  citometría de flujo  

ofrece altos índices de confianza, ya que se basa en la diferente fluorescencia que 

emiten lo espermatozoides tras la tinción del ADN,  diferencia explicada por  la 

cantidad de ADN que contienen el cromosoma X y el cromosoma Y (Aysa et al., 

2005),  pero presenta  inconvenientes tale como alto costo y  bajo porcentaje de , 

mismos  que han limitado su utilización a nivel de campo. Por lo tanto es necesario  

abrir nuevas líneas de investigación o continuar con otras que han sido 

abandonadas, con el fin de estandarizar alguna técnica que solvente los 

inconvenientes de la citometría de flujo y con la posibilidad de ser aplicada a  gran 

escala (Flaherty et al., 1997). 

3.1 Determinación del sexo 

  En los mamíferos placentados, el establecimiento del sexo ocurre en el 

momento de la fertilización (Díaz y Merchant, 2008). En 1959, la presencia del 

cromosoma Y fue identificado como un factor determinante del sexo en humano y 

ratones (Sekido y Lovell, 2008).  Hoy se sabe que en los mamíferos, el sexo está 

determinado por el sistema XY, es decir los machos son heterocigotos XY, 

mientras que las hembras son homocigotas XX, por lo que el fenotipo masculino 

está dado por la presencia del cromosoma Y.   Durante el proceso de división 

celular de los gametos, el material genético debe volverse haploide a fin de que la 

fecundación restaure el complemento diploide; así como producto de  la meiosis, 
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las hembras solo producen gametos con cromosoma X y los machos producen 

gametos con cromosoma X o Y (Figura 1) (Parrilla et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Determinación del sexo en mamíferos. El sexo en los mamíferos se 
determina al momento de  de la fecundación, siendo el espermatozoide el que 
determine el sexo, si el ovocito es fertilizado por un espermatozoide con 
cromosoma X la cría será una hembra y si es fertilizado por uno con cromosoma Y  
la cría será un macho. 

 
 

Tempranamente en la vida fetal  las  crestas gonadales indiferenciadas  en las 

hembras se diferencian como ovarios y en los machos como testículos (Figura 2 y 

3) (Díaz y Merchant, 2008). El desarrollo de testículos es inducido por la presencia 

de un gen  localizado en el cromosoma Y (Campus et al., 1995).  Específicamente 

es el gen SRY, el que  actúa a manera de “un interruptor” e inicia la determinación 

de las células de las gónadas a diferenciarse a testículos, al desencadenar la  vía 

de expresión de diversos genes involucrados en el proceso de la determinación 

sexual, por ello su producto es considerado el factor determinante de testículo 

(FDT). En términos celulares, el gen SRY se le ha relacionado con la 

diferenciación de la células de Sertolli (Burgoyne et al., 1988), con la migración de 
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las células  del mesonefros a las crestas genitales (Buehr et al., 1993) y con la 

proliferación de las células en la crestas genitales (Schmal et al., 2000).  Sin 

embargo, se ha sugerido que probablemente el gen SRY sólo participe de manera 

indirecta en tales funciones, ya que en el ratón, el fenotipo de la células de  Sertoli, 

su migración y proliferación ocurre después de los 11.5 días post-coito, cuando el 

pico de expresión de este gen ha finalizado (figura 2). Por lo que se propone  que  

genes que se expresan después del SRY, inducen y mantienen el desarrollo del 

testículo. Es el gen Sox9, es que se postula como un fuerte candidato, ya que su 

expresión es necesaria y suficiente para promover y mantener la diferenciación del 

testículo en hembras transgénicas (Kidokoro et al., 2005) 

La última etapa de  la determinación sexual es a la que se le denominó 

“determinación sexual somática”, y  se refiere a la diferenciación sexual de los 

conductos de Wolff y seno urogenital; precursores embrionarios de los tractos 

genitales internos y externos respectivamente (Díaz y Merchant 2008). 
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Fig. 2  Desarrollo del fenotipo sexual  del macho.  Donde se observa que el gen 

SRY, es el que  inicia la determinación de las gónadas indiferenciadas a  
diferenciarse testículos para establecerse el fenotipo sexual del macho (Kofman-
Alfaro y Queipo, 2005). 
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Fig. 3  Desarrollo del fenotipo sexual  de la hembra.  En ausencia del gen SRY 

las gónadas indiferenciadas, se diferencian a ovarios y se establece el fenotipo 
sexual de la hembra (Kofman-Alfaro y Queipo, 2005). 

  

 

3.2 Diferencias entre espermatozoides X y Y 

A partir de que se determinó que los gametos masculinos eran los que 

determinaban el sexo en los mamíferos, se comenzaron a estudiar las diferencias 

entre  los espermatozoides portadores del cromosoma X de los espermatozoides 
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portadores del cromosoma Y (Seidel, 2003). Se han reportado varias diferencias 

entre espermatozoides con cromosoma X y Y. (Tabla 1) 

 

Tabla 1. Diferencias existentes entre los espermatozoides X y Y, utilizadas por 
diferentes autores como base para la separación espermática (modificada por 
Johnson, 1995). 

 

 

3.2.1  Cuerpo F 

Barlow y Vossa (1970) reportan que el brazo largo del cromosoma Y del 

espermatozoide humano emite mayor fluorescencia que el resto de los 

cromosomas mediante la tinción con un fluorocromo (quinacrina), esto se observa 

como un punto de mayor fluorescencia  en la cabeza de los espermatozoides con 

cromosoma Y, al que se le denomino cuerpo F o cuerpo Y (Beernik et al., 1993). 

 

Parámetro Diferencia entre X y Y. Referencia 

Cuerpo F Brazo largo del cromosoma Y. Barlow y Vosa, 1970. 

Carga 

superficial 

Espermatozoides X migran al 

cátodo. 

Kiddy  y Hafs, 1971. Kaneko et 

al., 1984. Mohri et al., 1987. 

Motilidad Mayor rapidez del 

espermatozoide Y. 

Ericcson et al., 1973. Ericcson, 

1999.  

Superficie del 

espermatozoide 

Existencia antígeno H-Y en el 

espermatozoides Y. 

Presencia de una proteína 

específica del sexo (SSPs) 

Hendrisksen et al., 1993. Hoppe 

y Koo, 1984. Howes et al., 1997. 

 

Tamaño Mayor tamaño del 

espermatozoide X. 

Cui y Mathew, 1993. Van 

Munster  et al., 1999.  

ADN Mayor contenido de ADN en el 

espermatozoide X. 

Pinkel et al., 1982. Moruzzi, 

1979. Johnson et al., 1989. 

Johnson, 1991. Cran et al., 

1995. 
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3.2.2  Motilidad 

Se ha reportado que el espermatozoides con cromosoma Y, tiene una mayor 

rapidez en su motilidad debido a su menor tamaño (Ericcson, 1999). 

 

3.2.3  Proteínas de superficie 

  En los años 50´s, Ernst Erchawald  encontró que los machos presentan una 

proteína sobre la superficie de la membrana celular,  ausente  en las hembras. 

Esta proteína se denominó antígeno de histocompatibilidad Y (antígeno H-Y); 

también se ha propuesto  la existencia de una proteína específica del sexo (sex 

specific protein SSPs) e inclusive se señalado  que el gen que la codifica está 

localizado en el cromosoma Y (Peter  et al., 1993,  Johnson et al., 2005). 

 

3.2.4  Tamaño y forma 

    Un atributo importante que difiere entre los espermatozoides de los 

mamíferos es la forma de la cabeza.  Los espermatozoides de la mayoría de los 

mamíferos domésticos, presenta una cabeza ovalada,  con excepción de los 

roedores (Garner, 2006).  Van Muster et al., (1999) demostraron que el volumen 

de los espermatozoides de bovino con cromosoma X es aproximadamente 1 % 

mayor que los Y (Seidel, 2003). Mientras que en esta  misma especie, el 

espermatozoide con cromosoma X, es más grande entre un 2.9 y 4.2 % que el 

cromosoma Y (Campus et al., 1995). 

Por otra parte, Cui y Mathews (1993) reportaron que la cabeza de los 

espermatozoides X de humano es más larga  y ancha que  la de los 

espermatozoides Y (Seidel,  2003). Van Muster et al. (1999) determinaron que el 

volumen de la  cabeza  de los espermatozoides  X, presentan una variación 

estadísticamente  significativa,  siendo   4 %  mayor al de la cabeza  de los 

espermatozoides Y.  Esto  ha permitido  pensar que los espermatozoides X, al ser 

más pesados sedimentaran más rápido que los espermatozoides Y, al ser 

sometidos a un campo centrifugo. 
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3.2.5   Contenido de ADN 

     La documentación inicial de las diferencias del contenido de ADN fue 

establecido en espermatozoides de humano (Garner, 2006).  Mediante  el empleo 

de citometría de flujo  se midió el contenido de ADN de los espermatozoides. De 

esta manera se evidenció una pequeña diferencia mayor de ADN de los 

espermatozoides  portadores del cromosoma X  con respecto a los portadores del 

cromosoma Y.  La diferencia  en el contenido de ADN, entre los espermatozoides 

X y Y, varía entre las especies y en ocasiones entre las razas (Figura 4) (Parilla et 

al.,  2005, Garner, 2006).  

 

 

 

 

Fig. 4 Diferencias en el contenido de ADN entre los espermatozoides X y Y, de 
diferentes especies, siendo de 4.2 % para el ovino  (Adaptado por Garner, 2006). 
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3.3  Técnicas de sexaje de espermatozoides 

  En  la   determinación del sexo de la descendencia antes de la concepción,  se 

agrupa a todos  los métodos,  que basándose en la diferencia  existente entre los 

espermatozoides X y Y, son capaces de modificar la proporción natural de 

individuos machos y hembras, esto es mediante la separación  de los 

espermatozoides  de cromosoma X de los portadores del cromosoma Y (Parilla et 

al., 2005).  

Por otra parte la selección del sexo de la descendencia se puede realizar 

mediante dos tipos de técnicas: 

 Selección preconcepcional, consiste en la selección de espermatozoides X 

o Y, que son los que determinan el sexo del embrión. Que como ya se menciona 

agrupa a todas las técnicas que basadas en la diferencias existentes entre los 

espermatozoides X y Y,  capaces de modificar la proporción natural de individuos 

machos y hembras, mediante la separación de espermatozoides X de los Y. 

 Selección preimplantacional, consiste en determinar el sexo de los 

embriones y seleccionar los XX o XY. La fertilización in vitro  y la determinación 

del sexo de los embriones producidos antes de la transferencia es el único 

procedimiento  que permite seleccionar el sexo antes de la implantación (Vázquez, 

2008). 

 

 Realizar la selección preconcepcional es el método más eficaz para obtener la 

descendencia del sexo deseado (Jonhson,  2000). En la actualidad, solo un 

procedimiento ha tenido la eficiencia para fines comerciales. Este procedimiento 

se basa en el contenido del ADN de cada espermatozoide detectado por la 

fluorescencia emitida por el ADN teñido con un fluorocromo (Seidel,  2003). 

 

3.3.1  Citometría de flujo 

La citometría de flujo, es el único método validado para la preselección del sexo 

en una gran variedad de animales incluyendo conejos, cerdos, bovinos, ovinos, 

equinos, búfalos, elefantes, delfines, perros, gatos y humanos (Graf et al., 2009). 
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 Esta técnica se basa en la diferencia del contenido de ADN de los 

espermatozoides que portan el cromosoma X de los que portan el cromosoma Y, 

que es  del 4.2 % en el ovino (Garner et al., 2005). 

  Las células son  teñidas con un  fluorocromo (Hoechst 33342), que se une al 

ADN,  y son pasadas a través de un flujo laminar y expuestas  a un rayo 

ultravioleta. Las células con mayor contenido de ADN captan mayor cantidad de 

fluorocromo y por lo tanto emiten mayor fluorescencia. La fluorescencia emitida es 

captada  por un tubo fotomultiplicador que mediante un sistema computarizado 

convierte  esta intensidad de fluorescencia en información cuantitativa 

categorizando las células  de acuerdo a la intensidad  emitida (Figura 5) (Seidel  et 

al., 2003,  Rosenfeld et al., 2004)    

Se han realizado varios esfuerzos para mejorar  esta técnica de sexaje de 

espermatozoides, logrando obtener entre un 85 y 95 % de enriquecimiento de la 

población espermática X o Y, pero en la mayoría de los casos con reducción en la 

fertilidad  a nivel de campo (Seidel et al., 2003b; Graf et al., 2009). Además  ha 

reportado el nacimiento de camadas pequeñas en conejos y cerdos, retardo en el 

desarrollo embrionario y alta mortalidad de embriones (Graf et al., 2009).   

La principal causa de la disminución de la fertilidad es el bajo número de 

espermatozoides vivos que se recuperan del proceso de sexado, debido al estrés 

físico y químico al cual se someten durante el proceso, como: 

 

 Tinción nuclear con H33342 (Catt et al., 1997; Schenk et al., 1999; Seidel y 

Garner, 2002). 

 Diluciones durante la tinción y pasaje a través del citómetro (Catt et al., 

1997; Maxwell y Johnson, 1999).  

 Exposición al laser (Catt et al., 1997; Schenk et al., 1999; Guthrie et 

al.,2002). 

 Fuerza mecánica durante el sexado (Suh y  Schenk, 2003). 

 El procedimiento de centrifugación y criopreservación (Seidel et al., 2003b, 

Garner, 2006).   



 

12 
 

 
 

Fig. 5  Esquema generalizado de los componentes de un citómetro de flujo. 

 

Por otra parte, también la disminución en la viabilidad espermática, se ha 

relacionado con daños a la membrana, atribuidos posiblemente a que durante el 

sexaje se inducen cambios ligados a una  capacitación y  la reacción acrosomal 

(Hollinshead et al., 2003, Maxwell et al., 1997). Estos cambios  afectan la 

interacción del espermatozoide con las células del oviducto y por consiguiente 

disminuyen los porcentajes de fertilidad (Hollinshead et al., 2003). 

En estudios de funcionalidad in vitro, los espermatozoides sexados, muestran 

una reducción en la viabilidad y funcionalidad de la membrana, cuando se 
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comparan con espermatozoides no sexados (Graaf et al., 2009). Aunque estudios 

in vivo en vaquillas  reportan el 60 al 90 % de fertilidad; en ovejas este porcentaje 

es del 25 % con semen sexado, significativamente menor al porcentaje de 

fertilidad  con semen no sexado (Hollinshead et al., 2003). 

   Adicionalmente la principal limitación  de la citometría de flujo,  es la baja 

velocidad  de separación, normalmente se encuentra  entre 3000 a 4000 

espermatozoides vivos por minuto, con un 90 % de eficiencia en la separación de 

las dos poblaciones espermáticas; ya que a mayor  velocidad la eficiencia 

disminuye al  87 %. También  debido al procesamiento se pierden 

aproximadamente un 20 % de espermatozoides, teniendo así una separación de 

10 millones de espermatozoides por hora, lo que representa aproximadamente la 

mitad de una dosis de semen no sexado (Seidel et al., 2003;  Valencia et al., 

2001). 

   De cualquier manera el proceso de sexado consume tiempo y el costo es 

elevado, lo que ha provocado que  para la producción de dosis obtenidas por esta 

técnica no se usen para la inseminación de manera rutinaria en programas de 

empadre (Beilby et al., 2009). Siendo otro de los  inconvenientes, de esta técnica 

el costo elevado de cada dosis,  una limitante más para el uso comercial. Una 

pajilla de semen sexado,  supera el doble de precio de una pajilla de semen no 

sexado.  En los  bovinos de leche se menciona que para que el  semen sexado  

pueda tener un beneficio final, el costo no debe duplicar el costo del semen no 

sexado (Wilson et al., 2006). 

 

3.3.2   Centrifugación  

La técnica se fundamenta en la aplicación de una fuerza centrífuga que ayuda a 

la separación de las partículas suspendidas en un medio líquido. El porcentaje de  

sedimentación de las partículas, no solo depende de la naturaleza de la partícula, 

sino también del medio en que se encuentran suspendidas, así como de la fuerza 

aplicada a las partículas. La sedimentación va en relación al tamaño de la 

partícula, y otro factor importante que afecta el  porcentaje de sedimentación, es la 
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viscosidad del medio (Rickwood,  1989). Es decir las partículas más grandes  

sedimentan con mayor rapidez  que las pequeñas de forma y densidad similar. Por 

otra parte 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 (Karp, 2005). 

 

3.3.2.1 Tipos de centrifugación 

 

 Centrifugación diferencial o empastillado 

En este método, el tubo de la centrífuga es llenado inicialmente con una mezcla 

uniforme de la solución de la muestra, a través de la centrifugación se obtiene una 

separación de dos fracciones: Una pastilla (sedimento) que contiene la partícula 

sedimentada y un sobrenadante con la fracción no sedimentada de la solución 

(figura 6). 

 

 Centrifugación zonal.  

En este método se coloca una pequeña cantidad de la solución con las 

moléculas que se quieren caracterizar sobre la superficie de un gradiente de 

densidad previamente formado a lo largo de un tubo de centrifugación.  Si todas 

ellas tienen el mismo coeficiente de sedimentación sedimentarán en una estrecha 

franja, sin embargo, si hay moléculas con distintos coeficientes de sedimentación, 

se separaran unas de otras a  medida que se produzca la centrifugación y 

finalmente los diferentes componentes se resolverán en una serie  de zonas o 

bandas, de ahí el nombre de centrifugación zonal (figura 6). 

 

 Centrifugación Isopícnica 

Las partículas son separadas  basadas en su densidad; sólo el tamaño de  la 

partícula o célula afecta su coeficiente de sedimentación. Las partículas se 

mueven hasta que su densidad es igual a la del medio (Rickwood, 1989). 
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Fig 6 Tipos de centrifugación. A) centrifugación diferencial o empastillado se 
observa la formación de una pastilla en el fondo del tubo después de la 
centrifugación. B) centrifugación zonal donde se da la formación de dos franjas, ya 
que las partículas tienen diferente coeficiente de sedimentación. 

 

3.3.2.2  Gradientes  

  Un medio para densidad de gradientes, está formado por dos partes: un soluto 

y un disolvente. Los gradientes pueden ser continuos,  son aquellos en los que la 

densidad antes de la centrifugación es uniforme en todo el medio y gradientes 

discontinuos, presentan capas de distintas densidades  en el tubo, donde la mayor 

densidad se encuentra en el fondo (Vázquez, 2008). Los gradientes deben cumplir 

con ciertas características como: 

 Poseer un amplio rango de densidad.  

 No afectar la actividad biológica de la muestra.  

 No hipo o hiperosmótica.  

 Fácil remoción a partir del producto purificado.  

 No sea sensible al rango de luz UV y visible.  

 Económico y accesible.  

 Esterilizable.  
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 No corrosivo, tóxico e inflamable (Rickwood, 1989). 

 

3.3.2.3  Centrifugación en gradientes de densidad 

  La técnica se fundamenta en el movimiento de las partículas  suspendidas en 

un medio fluido,  al aplicarles  una fuerza radial, consecuencia de un campo 

centrifugo. Ello  provoca que las partículas más pesadas lleguen al fondo más 

rápido que aquella de menor peso.  Esto sugiere que la separación en gradientes 

de densidad está en relación  con el peso de las mismas (Hassan et al.,  2005). 

  Así la  diferencia en el contenido del ADN entre espermatozoides X y Y,  causa 

diferencias en peso y densidad de los mismos,  permitiendo su separación en un 

gradiente continuo o discontinuo (Machado et al., 2009). En 1982 se estimó que la 

diferencia en el contenido de DNA entre los espermatozoides X y Y de bovino, 

resulta en una diferencia del espermatozoide Y, de 7 X 10-4 g/cm3 o 0.06 % de 

densidad en relación al espermatozoide X, lo que teóricamente es suficiente para 

separarlos físicamente (Windsor et al., 1993).  

  Notablemente los procedimientos de centrifugación  empleados en los  

espermatozoides, basados en la diferencia de densidad existente entre los 

portadores del cromosoma X y Y, y su  sexado o separación por medio de 

gradientes de densidad,  han demostrado que se  requieren  técnicas con alto 

nivel de resolución  (Windsor et al., 1993). 

  Por ello la separación de espermatozoides,  portadores del cromosoma X de 

los portadores del cromosoma Y mediante gradientes de densidad ha generado 

interés y a la vez controversia desde los primeros reportes. Ericsson et al, (1973) 

reportó la separación de un fracción rica en espermatozoides Y de humano (85 

%), después del paso del semen a través de un gradiente de albúmina sérica 

bovina. Contrariamente en  investigaciones posteriores  se aisló  una fracción con 

un 85 % de espermatozoides X  con la misma técnica. Sin  daños aparente sobre 

la célula  espermática, manteniendo así su capacidad fecundante (Flaterty et al., 

1997). 
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Con el uso del Ficoll- Metrizoato de Sodio, se ha reportado  una fracción de 

hasta 76 %  de  espermatozoides Y  y un 80.6 % de espermatozoides X (Parati K 

et al., 2006). Hegde (1977) reportó la separación  de espermatozoides X y Y de 

humanos, en un gradiente formado con 8 % de Ficoll y 33 % de metrizoato de 

sodio y centrifugados a 100 x g durante 20 minutos. La densidad final fue de 1.08 

g/ml. Para la validación de la técnica, los espermatozoides de las fracciones  

obtenidas fueron tratados con quinacrina para poner en evidencia el cuerpo F 

(Parati K et al., 2006). 

Finalmente con el Ficoll-Diatrizoato de Sodio, con una densidad de 1.086, se 

reportó un enriquecimiento de espermatozoides X (90 %) localizado  en el fondo 

(Vázquez, 2008). 

Una de las mayores ventajas de la centrifugación, es que esta técnica permite 

la disgregación de las células, siendo un método suave que mantiene la función de 

las células (Alberts 2006). En relación a la célula espermática  se ha reportado que 

los espermatozoides de bovino y equino, son más sensibles a la centrifugación 

que los espermatozoides de otros mamíferos (Crockett et al., 2001, Carvajl et al., 

2004). 

Según Jafar y Flint (1996) cualquier método de separación espermática debe 

cumplir tres premisas fundamentalmente:  

 Producir una desviación evidente de la población espermática X o Y, 

  No interferir con la capacidad fecundante in vivo o  in vitro  de los 

espermatozoides 

  Dar descendencia (embriones o camadas) vivas que confirmen la 

desviación eficaz  de la proporción de espermatozoides X y Y hacia uno u otro 

lado (Citado por Johnson et al., 2005).  

 

3.4  Manipulación del ciclo estral 

   El  ciclo estral, hace referencia a  la presencia de un periodo de receptividad 

sexual de duración variable, que finaliza con la ovulación (Kilen y Schwartz, 1998). 

En 1904, Marshall fue el primero en señalar la duración del ciclo estral de la oveja, 
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describiendo una duración media de 16 a 17 días. Posteriormente, McKenzie y 

Terrill (1937) señalaron que el 90.4% de los ciclos estrales estudiados 

presentaban un rango de 14 a 19 días. 

  En el ciclo estral  de la oveja se diferencian dos fases: una fase lútea o 

progestágena y  una fase folicular o estrogénica. La fase lútea posee una duración 

aproximada de 14 días (Goodman e Inskeep, 2006), y se caracteriza por la 

presencia de uno o más cuerpos lúteos (CLs) en crecimiento o regresión, que 

secretan progesterona (P4), observándose que el tamaño de tejido lúteo se 

correlaciona con las concentraciones de P4 en plasma sanguíneo (Bartlewsky et 

al., 1999a; González-Bulnes et al., 2000). Los  niveles de P4 alcanzan 

concentraciones máximas entre los días 5 y 13-14 del ciclo, momento en que se 

inicia la luteolisis (Bartlewsky et al., 1999a; Shanga et al., 2002). La fase folicular o 

estrogénica se caracteriza por la presencia de uno o más folículos en crecimiento 

continuo, hasta alcanzar la ovulación, los cuales secretan altos niveles de 

estradiol-17β (E2-17 β) e inhibina. Asimismo, esta fase consta de un período de 

receptividad sexual denominado celo, cuya duración puede oscilar entre 10 y 53 

horas (Figura 7) (Navarro y Torres, 1985). 

El desarrollo folicular  es un proceso que culmina ya sea con  la ovulación del 

folículo maduro o con la regresión del mismo,  proceso que se  lleva a cabo en 

onda, observado  3  ondas por ciclo en las ovejas.  Se considera que el desarrollo 

folicular inicia desde la etapa fetal  y dos semanas después del nacimiento pueden 

encontrarse folículos en todas las etapas de desarrollo excepto preovulatorios.  

Una vez iniciado el crecimiento, los folículos  continúan desarrollándose  por 

estímulo de factor de crecimiento transformante alfa (TGFα), factor de crecimiento 

parecido a insulina tipo 1 (IGF-1), inhibina y activina (Galina y Valencia, 2008). 

Conforme avanza el desarrollo folicular, los folículos se vuelven  altamente 

sensibles a las gonadotropinas y requieren de ellas para continuar su desarrollo; 

esta fase se divide en reclutamiento y selección y dominancia. 

Reclutamiento: durante esta etapa un grupo de folículos se desarrollan por 

estimulo de la FSH. El tamaño en que el folículo es  reclutado y dependiente de  
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gonadotropinas es de 2 mm de diámetro. Los folículos inician la secreción de 

estradiol e inhibina, hormonas que suprimen  paulatinamente la liberación de FSH. 

Selección y dominancia: uno o varios folículos se convierten en dominantes y 

continúan desarrollándose.  El o los folículos dominantes bloquean  el soporte  

hormonal para el resto de aquellos que comenzaron su crecimiento, porvocando 

atresia y reprimiendo el reclutamiento  de una nueva oleada. Esto se logra a través  

de la disminución de FSH inducida por la retroalimentación  negativa del estradiol 

e inhibina que es secretada por el o los folículos. 

El folículo logra sobrevivir a la disminución de FSH, gracias a que ha 

desarrollado receptores para LH en las células de la granulosa. El folículo se 

mantiene  principalmente gracias a la LH, aunque requiere también  de FSH en 

niveles basales y adicionalmente el folículo produce mayores concentraciones de 

estradiol. (Galina y Valencia, 2008;Hafez y Hafez ,2002) 

 
Fig 7   Eventos en un ciclo estral de la oveja del día 7 al día 14,  donde se 

observan dos oleadas foliculares (Adaptado por Moraes, 2002). 
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Los  ciclos estrales  se repiten de forma continua a lo largo de la vida 

reproductiva del animal; excepto en los periodos de anestro, ya sean de origen 

estacional o por la gestación. Los periodos de anestro estacional se relacionan 

con la característica actividad sexual estacional de la especie ovina, determinada 

por las variaciones de las horas de luz a lo largo del año (fotoperiodo) ajustada a 

la latitud en que se encuentren los animales y modulada por la raza (Arroyo et al., 

2007). Las ovejas mantenidas en latitudes alejadas de la línea ecuatorial, 

presentan una mayor actividad sexual durante la época del año en que el número 

de horas de luz es menor. Este mecanismo garantiza la supervivencia de la 

especie, haciendo coincidir los nacimientos con la época más favorable del año 

(primavera), cuando la temperatura ambiental y la abundancia de alimentos 

permiten maximizar la supervivencia de los corderos (Lindsay et al., 1996). 

Contrariamente, el efecto de la estacionalidad se ve reducido a medida que nos 

acercamos a la línea ecuatorial, donde la duración de las horas de luz y de 

oscuridad llegan a igualarse (Carles y Kipngeno, 1986; Eloy et al., 1990).  El ciclo 

estral en los ovinos de divide en cuatro etapas: 

 

3.4.1  Proestro 

Esta fase  inicia cuando se da la regresión de cuerpo lúteo del ciclo anterior, 

provocando así una disminución de la P4 y un incremento en la secreción de E2 e 

inhibina secretada por los folículos que comenzaron su desarrollo en el diestro.   El 

incremento en la secreción de E2  e inhibina, favorece  la acción de la  hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH), ya que se da un aumento de sus 

receptores.  A diferencia de  otras especies, en la oveja la  secreción de FSH es 

contante y no está regulada por la GnRH, si no por el estradiol y  la inhibina 

folicular. Por ello, durante el proestro las concentraciones de FSH son bajas, 

contrariamente la LH por efecto del estradiol ha comenzado a incrementar la 

frecuencia de secreción y a disminuir la amplitud de los pulsos, lo que acentúa la 

producción de andrógenos por la células de la teca y la capacidad aromática de 

las células de la granulosa, con el consecuente incremento en la producción de 
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estradiol (Galina y Valencia, 2008). Los E2 inducen un aumento de sus propios 

receptores, así como los receptores de FSH, provocando una sensibilización  de 

las células de la granulosa a estas dos hormonas, produciendo un crecimiento 

folicular y un nuevo impulso para la producción de E2 e inhibina (León,  2009). 

El incremento en la producción de  estrógenos foliculares, prepara el aparato 

reproductor de la hembra, para su apareamiento.  El útero se aprecia agrandado y 

edematoso, y las glándulas endometriales aumenten de tamaño, por lo que se 

dice que entran en una fase proliferativa. La duración del proestro en la oveja es 

de 2-3 días, el  final   coincide con el inicio de la receptividad sexual (Galina y 

Valencia 2008; León, 2009). 

 

3.4.2  Estro 

Es la etapa de receptividad sexual o calor donde la hembra busca activamente 

al macho, acepta la monta y el apareamiento (Galina y Valencia,  2008).  La 

duración del estro en la mayoría de las ovejas varía entre 24 y 36 horas, aunque 

en algunas hembras  puede durar hasta 48 horas. Variación que se puede ver 

influenciada por factores como la edad, raza, contacto con el macho y altitud 

(León, 2009). 

En esta etapa los folículos en desarrollo alcanzan su madurez y tamaño 

preovulatorio, llegando a las máximas concentraciones de estrógenos, provocando 

un aumento en la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH, ocasionando así 

oleadas preovulatorias de LH, que llevan a cambios en la pared del folículo y 

ruptura de su pared, que culmina con la ovulación (Clarke, 1982). 

Los estrógenos son los responsables de provocar la conducta sexual, en el 

caso de la oveja el cerebro requiere una exposición previa a progesterona para 

sensibilizarlo  a la acción del estradiol. Es por ello que la ovulación del primer ciclo 

estral de la pubertad o estación reproductiva no se acompaña de signos de estro 

(Galina y Valencia, 2008). 
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3.4.3  Metaestro 

El metaestro inicia cuando la receptividad sexual termina y concluye en el 

momento en que existe el cuerpo lúteo bien establecido, y dura 3 días en 

promedio.  Corresponde al periodo de transición entre la predominancia 

estrogénica y el incremento en la concentración de progesterona. Existe un 

incremento de LH en la célula de la granulosa, permitiendo el inicio del proceso de 

luteinización folicular, y una disminución de estradiol  e inhibina (Evans et al., 

1990; Galina y Valencia, 2008). 

 

3.4.4   Diestro 

Es la fase del ciclo estral que tiene mayor duración, entre 9 -12 días, 

caracterizada por la plena funcionalidad del cuerpo lúteo y termina con la 

destrucción del mismo (Evans et al., 1990). Al formarse el cuerpo lúteo, la 

progesterona alcanza sus máximas concentraciones, por lo que ejerce un efecto 

de retroalimentación negativa sobre  la secreción de LH, debido a que  se inhibe la 

formación de receptores a GnRH (León, 2009). 

La progesterona estimula  la actividad secretora del endometrio con la finalidad 

de albergar una posible gestación, adicionalmente el cérvix se cierra y se reduce 

la secreción  de moco cervical y vaginal. También es posible detectar la liberación 

endometrial del factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1), que favorece 

la capacidad mitogénica de endometrio y estimula el desarrollo del blastocito 

(Galina y Valencia, 2008). 

 

3.4.5  Sincronización de estro 

  La sincronización de estro se lleva  a cabo cuando las ovejas,  están  ciclando. 

Con el fin de controlar el ciclo estral  de un grupo de hembras, 

independientemente de la etapa en que se encuentren  individualmente y con la 

finalidad de que se presente  receptividad  sexual en forma simultánea (Verdiguel, 

2009). El protocolo de sincronización, debe inducir una atresia de todos los 

folículos grandes en cualquier etapa de desarrollo, lo que resulta en un 
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reclutamiento de una nueva oleada folicular y  el desarrollo de un folículo 

dominante (Álvarez,  2005).  

El control del ciclo sexual, concretamente la inducción y sincronización del 

estro, se ha llevado a cabo en ovejas mediante el empleo tanto de métodos 

farmacológicos como naturales.  Dentro de los farmacológicos, los  productos más 

utilizados incluyen progestágenos o progesterona natural en diferentes formas; 

como implantes, esponjas vaginales  o dispositivos de liberación controlada 

(Menegotas., 2003). Tratamientos con esponjas vaginales impregnadas con 

progesterona, acetato de medroxiprogesterona (MAP) o acetato de fluorogestona 

(FGA) o implantes con norgestomet,  son utilizados en ovejas (Boscos, 2002).  El 

método de esponja intravaginal impregnada de progestágeno ha sido utilizado con 

buenos resultados, la esponja se coloca en la vagina por un periodo de 9 a 14 

días, similar al número de días que dura el diestro.  La administración de FGA 

simula la presencia de un cuerpo lúteo, mediante la liberación  lenta de 

progesterona y por retroalimentación negativa, provoca que se suprima la 

secreción de GnRH a nivel del hipotálamo y por consiguiente una disminución en 

la secreción  de la gonadotropinas, limitando el desarrollo folicular (León, 2009). Al 

retirar la esponja se suprime la administración de progestágeno, suprime la 

retroalimentación negativa de GnRH y la hipófisis libera gonadotropinas, se 

estimula el crecimiento folicular por acción de FSH y ocurre la ovulación por acción 

de la LH en un lapso de 24 a 36 horas después de retirar el tratamiento 

(Scudamore,  1993). 

También se han utilizado prostaglandina F2α (PgF2α),  sustancia  que 

naturalmente se producen en una gran variedad de tejidos e influyen sobre un 

amplio número de funciones en el organismo. Se cree que la PgF2α, tiene  un 

efecto vasoconstrictor por el  cual  produce la luteólisis, dando origen a un nuevo 

ciclo estral. Sin embargo, sólo los cuerpos lúteos con cuatro o cinco días de vida al 

momento de la aplicación de PgF2α, son sensibles a su efecto luteolítico. Por lo 

tanto, no puede usarse antes del día cuatro del ciclo (Álvarez, 2005). 
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3.4.6   Inseminación artificial 

La IA, se puede definir como un método reproductivo en el que los gametos 

masculinos o espermatozoides, son depositados dentro del aparato reproductor de 

la hembra, por medios distintos al de la cópula natural. Esta técnica  se lleva a 

cabo hace más de 50 años a nivel mundial y en México se inicia de forma 

comercial con buenos resultados en los años 70  (Mejía, 2005).  Dependiendo del 

sitio en donde  se deposite el semen, puede considerarse que la inseminación  

artificial se realiza vaginalmente, cervicalmente o intrauterinamente.  

En la inseminación  vaginal, sólo se recomienda la  utilización de  semen fresco 

diluido. Consiste  simplemente  en depositar  el semen lo más profundo  de la 

vagina sin intentar encontrar el cérvix.  Los resultados en la mayoría de las 

ocasiones son bajos  porcentajes de gestaciones y prolificidad (Salamon, 1990; 

Mejía, 2010). 

La inseminación cervical es la técnica más sencilla y que llega a ser muy 

efectiva para el uso de semen fresco o enfriado.  Consiste en la introducción  de 

un vaginoscopio hasta localizar el cérvix y  se deposita  el  semen  en la entrada 

del mismo. Para alcanzar porcentajes de fertilidad entre el 70 y 80 %, es 

conveniente la doble inseminación cervical, particularmente en ovejas 

sincronizadas con progestágenos y eCG (Mejía,  2010).  De manera práctica, la 

inseminación cervical se realiza después de la detección de celo ya sea con 

machos vasectomizados, con el pene desviado o cubiertos con un mandil de tela 

suave. Las hembras que permanecen quietas  cuando el macho trata de 

montarlas, deben inseminarse por primera vez alrededor de las 10-12 horas 

después de haber sido detectado el celo y la segunda inseminación  12 horas 

posteriores a la primera (Salamon, 1990). 

La inseminación intrauterina  por laparoscopia tiene mayor ventaja, ya que el 

semen es depositado directamente dentro del lumen uterino, evitando la barrera 

natural del cérvix y mejora de forma considerable la fertilidad (León, 2009). Los 

porcentajes de fertilidad en la ovejas inseminadas intrauterinamente con semen 

congelado, oscila entre 30 y 60 %, mientras que con semen fresco no menor a 60 
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% (Mejía, 2005).  En el caso del uso de semen congelado la inseminación se 

realiza alrededor de las 24 horas de detectarse el estro o sin detección del estro 

alrededor de las 60 horas posteriores al retiro del progestágeno y de la 

administración de eCG ( Meghan et al., 2004; Mejía, 2010). 

Como cualquier tipo de tecnología, la inseminación presenta ventajas tales  

como:  

 Mejora genética, con la utilización de sementales superiores se puede tener 

un beneficio directo sobre la producción de la progenie. También facilita la 

introducción o cambio a otro genotipo. 

 Fácil transporte del material genético, gracias al manejo de semen diluido 

en fresco, enfriado o congelado es más fácil y económico el transporte del semen, 

que de los sementales. 

 Conservación prolongada del semen, ya que el semen de sementales 

valiosos se puede congelar para ser utilizado, a corto o largo plazo. 

 Aumento de la eficiencia reproductiva, mejor y mayor utilización del material 

genético, ya que a partir de un eyaculado es común obtener entre 30 – 40 dosis de 

semen fresco. Reduciendo así el numero de macho en la explotación. 

 Prevención de enfermedades, ya que por medio de la IA, se evita el 

contacto directo entre el macho y la hembra, por lo que existe un mejor control y 

prevención de diferentes enfermedades, principalmente  las de transmisión sexual 

(Salamon et al., 1990; Mejia, 2005,). 

También presenta desventajas como: un costo relativamente elevado y la 

fertilidad obtenida por la IA, es menor si se compara con la monta natural (Mejia, 

2005) 
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IV.- JUSTIFICACIÓN 

 

Investigaciones recientes, empleado semen de bovino, señalan que la  
separación de espermatozoides por centrifugación en gradiente de densidad con  
Ficoll-Diatrizoato de Sodio, permite tener el enriquecimiento de la población  
espermática con cromosoma X; siendo este un método rápido además de  
económico. Actualmente, la citometría de flujo es la única técnica que ha  
demostrado ser efectiva para la separación de espermatozoides X y Y, sin  
embargo durante el proceso se causan múltiples daños a la célula y tiene un  
costo elevado. 
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V.- OBJETIVO GENERAL 

 

  Evaluar la eficiencia y  capacidad fecundante in vivo  de espermatozoides de 

ovino sexados por densidad de gradientes con Ficoll-Diatrizoato de Sodio. 

 

 

VI.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Enriquecer las poblaciones espermáticas con el cromosoma X mediante la 

técnica de centrifugación en  gradientes de Ficoll-Diatrizoato de Sodio. 

 

 Evaluar la integridad de los espermatozoides antes y después del  sexado 

por  centrifugación en gradientes de Ficoll-Diatrizoato de Sodio. 

 

 Determinar el porcentaje de fertilidad después de la inseminación con 

semen sexado por centrifugación en  gradientes de Ficoll-Diatrizoato de Sodio. 

 

 Determinar el sexo de las crías, después de la inseminación con semen 

sexado por centrifugación en  gradientes de Ficoll-Diatrizoato de Sodio. 

 

VII.- HIPOTESIS. 

 

La centrifugación  de semen ovino en  gradientes de densidad con Ficoll-

Diatrizoato de Sodio permitirá la separación de una población enriquecida con 

espermatozoides con cromosoma X, manteniendo su capacidad fecundante. 
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VIII.- MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Localización 

El trabajo de campo se realizó en el   Centro de Enseñanza, Investigación y 

Extensión en Producción Ovina (CEIEPO), de la Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. Ubicado en el Km 

53.1 de la carretera federal México-Cuernavaca, en el poblado de Tres  Marías, 

municipio de Huitzilac en  el Estado de Morelos. La altitud es de 2,743 msnm y el 

clima de la región es, Cb (m) (w) ig;  templado semi-frío  con verano fresco y largo. 

Las lluvias se presentan en los meses de mayo a octubre, con precipitación 

promedio de 1,724.6 mm y la temperatura media anual de 9.9 °C.  

 

Animales  

Se utilizaron 60 ovejas hembras y 2 machos de raza Suffolk, en un sistema 

semi-intensivo de producción, con pastoreo diurno en praderas compuestas de 

pasto Rye grass perenne, Orchard y trébol blanco. Por la tarde son alojadas en 

corrales, donde se suplementan con heno de avena y concentrado comercial, 

proporcionando 3.05 MCal de energía metabolizable y 14.7 % de proteína cruda 

por kilogramo de materia seca.  

 

Sincronización de estros 

Para la sincronización del estro se utilizaron esponjas vaginales  impregnadas 

con 20 mg de acetato de fluorogestona  (Chronogest de Laboratorio Intervet), que   

permanecieron  9 días y al retirarlas se aplicaron 200 UI de eCG por vía 

intramuscular (Folligon de Laboratorio Intervet) (figura 8).  
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Fig. 8  Ovejas en los cuales se puede apreciar la permanencia de  las esponjas 
vaginales. 

 

Obtención de semen 

Los  eyaculados  fueron  recolectados mediante vagina artificial  de dos  

machos de raza Suffolk, de 2 años de edad, con un peso de 125 kg, identificados 

como macho A y B,  ambos con fertilidad probada.  

Se obtuvieron 5 eyaculados de cada macho, los cuales fueron identificados con 

un número consecutivo y la letra  A o B, dependiendo del macho. Los  eyaculados 

fueron  diluidos en TRIS (Tris 300 mM,  fructosa 27.8 mM, ácido citrico 94.7 mM) 

(Hollinshead et al., 2003) a 35 °C, en una proporción 1:1, para ser transportados al 

laboratorio de Morfología de la FMVZ-UNAM,  protegido de la luz, en una camisa 

de agua a 35 °C. 

 Al llegar al laboratorio se determinó la temperatura a la que se encontraba el 

eyaculado y se  realizó la evaluación de la viabilidad espermática de cada 

eyaculado incluyendo: motilidad en masa, motilidad progresiva, evaluación de la 

integridad de la membrana (Tinción Eosina-Nigrosina), estado de capacitación 

(Tinción Clortetraciclina)  y del acrosoma (Tinción de Coomassie). 
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Motilidad en masa 

 Se colocó una gota semen sobre un portaobjeto limpio y seco  a 37 °C, se 

observó con un microscopio, a un aumento de 100X. La estimación de la motilidad 

se baso en el vigor de las ondas espermáticas, para dar una valor entre 0 y 5.  Los 

eyaculados frescos con una valoración menor a 3 fueron desechados (tabla 2). 

 

Tabla 2. Clasificación de la motilidad en masa espermática de ovino. Adaptado 
por Evans y Maxwell, 1990. 

Valor Clase Descripción  

5 Muy 

buena 

Ondas y remolinos de movimiento muy rápidos 

4 Buena  Movimientos vigorosos, pero las ondas  y remolinos no 

son rápidos 

3 Regular  Ondas de movimiento lento 

2 Pobre  No se aprecian ondas, pero si movimiento de la muestra 

1 Muy 

pobre 

Muy poco movimiento  

0 Muertos  Ningún movimiento 

 

 

Motilidad progresiva 

Se utilizó una gota de semen diluida en una gota de solución salina fisiológica 

sobre un portaobjeto limpio, seco  a 37 °C, se cubrió con un cubreobjetos y se 

observo al microscopio, a un aumento de 100X, se observaron varios campos y se 

valoró el porcentaje de espermatozoides motiles entre 0 y 100 %. Los eyaculados  

con una motilidad menor al 80 % fueron descartados. 
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Evaluación de la integridad de la membrana 

Se utilizó la tinción de Eosina-Nigrosina (EN) para evaluar el porcentaje de 

espermatozoides con membrana intacta. La muestra de semen fue diluido 1:8 con 

la tinción de EN (eosina 0.167, nigrosina 1 gr, citrato de sodio 0.29 gr, agua 

destilada cbp 10 ml)  e incubado a 37 °C durante 5 minutos, posteriormente se  

realizó un frotis, el cual se dejó secar al aire libre y  una vez seco se aplico resina 

y se cubrió con el portaobjeto.  Posteriormente, se realizó la evaluación en el 

microscopio a un aumento de 100X, observando 100 espermatozoides  por 

muestra, diferenciando aquellas que tuvieran la membrana plasmática alterada por 

permitir que el colorante penetrara al interior de los mismos, dando una coloración 

purpura total o  parcial,  mientras que aquellos espermatozoides con membrana 

intacta no permitieron la penetración del colorante y por lo tanto, no presentaban 

coloración (Figura 9) (Bamba 1988). 

 

 
 

Fig 9. Espermatozoides de ovino teñidos con Eosina-Nigrosina,  M- 
espermatozoide muerto,   V-espermatozoide vivo 
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Evaluación del estado de capacitación  

El estado de capacitación espermática, se evaluó por medio de la tinción de 

Clortetraciclina (CTC). Para lo cual se lavó la muestra cuantas veces fuera 

necesario, hasta que el sobrenadante tuviera  una apariencia cristalina, 

posteriormente la muestra se re suspendió en PBS, ajustando a una concentración 

de 100 X106 de espermatozoides por ml. Se agregó 45 µl de solución de  CTC 

(NaCl 130 mM, Tris-HCl 20 mM, L-Cisteina 5 nM, CTC 750 µM, pH 7.8) a 45 µl de 

muestra, se mezcló durante 30 segundos en obscuridad. Se fijó la muestra con 10 

µl de glutaraldehido al 1 % (en Tris-HCl 0.5 M  pH 7.4). Se monto la muestra en un 

portaobjeto previamente desengrasado, colocando 4 µl de la muestra cubriéndola 

con una gota de solución de montaje (glicerol:PBS 9:1). Las laminillas se 

almacenaron en obscuridad y en refrigeración hasta su evaluación. La evaluación 

se realizó  en un microscopio de fluorescencia (Leica 020-518.500 DM/LS) 

utilizando el filtro azul excitación 405-455 nm (Gillan et al., 1997).  

 

Tabla 3.  Patrones de tinción para CTC de espermatozoides de ovino. Adaptado 

por Gillan et al., 1997) 

Patrón Descripción  

Patrón F Fluorescencia uniforme en toda la cabeza o con un incremento 

de la fluorescencia en la zona acrosomal, característico de 

espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto. 

Patrón B Fluorescencia en la región acrosomal, característico de 

espermatozoides capacitados con acrosoma intacto. 

Patrón RA Banda fluorescente en el segmento ecuatorial o fluorescencia en 

la región posacrosomal, característico de espermatozoides 

capacitados y con reacción acrosomal. 
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Fig. 10  Tinción de Clortetraciclina de espermatozoides de ovino, en la cual se 
observan los diferentes patrones. RA y B espermatozoides capacitados, F 
espermatozoide no capacitado. 

 

Prueba Hiposmótica-azul de Coomassie 

Para evaluar la integridad del acrosoma y la funcionalidad de membrana 

plasmática se realizó la prueba Hiposmotica-azul de Coomassie. Para la cual se 

ajustó la concentración espermática a 35 X 106 espermatozoides/ml, la prueba 

constó de dos frotis uno testigo y otro prueba. 

Frotis testigo: se tomaron 100 µl de semen y se le agregaron  100 µl de 

paraformaldehido al 4 %, se dejó  a  temperatura ambiente por 10 minutos,  

posteriormente se lavó en dos  ocasiones con PBS a 2500 rpm durante 3 minutos, 

se retiró el sobrenadante y se reconstituyó  con  100 µl de cloruro de amonio (50 

mM PBS), para  realizar  un frotis  en un portaobjeto desengrasado y se dejó secar 

al aire. 

Frotis prueba: se tomaron  100 µl de semen y se le agregaron  100 µl de 

solución Hiposmotica(fructosa 0.5 ml al 2.7 %,  citrato de sodio 0.5 ml al 1.46 %) 

se incubó  a 37 °C durante 60 minutos, posteriormente se le agregaron 200 µl de 

paraformaldehido al 4 %; se dejó 10 minutos a temperatura ambiente, se lavó la 

muestra en dos  ocasiones  con PBS a 2500 rpm durante 3 minutos; se 

reconstituyó  la pastilla de espermatozoides con 100 µl de cloruro de amonio se 

realizó el frotis en un portaobjeto desengrasado y se dejó secar al aire. 
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Los frotis  ya secos, se sumergieron en azul de Coomassie (azul Coomassie 

0.55 gr, metanol 12.5 ml, ácido acético 2.5 ml, agua destilada cbp 125 ml) por10 

minutos a temperatura ambiente, se lavaron  con agua destilada  para remover el 

exceso de colorante, se dejaron secar  y posteriormente se cubrieron con resina y 

un portaobjetos. Las laminillas fueron evaluadas  en el microscopio a un aumento 

de 100X,  se evaluaron 200 células por muestra.  

Resultados  

 Cola enrollada - espermatozoide vivo 

 Cola  recta – espermatozoide muerto 

 Porción acrosomal teñida de azul – espermatozoide con acrosoma 

 Porción acrosomal sin teñir – espermatozoide sin acrosoma (Figura 11) 

(Rodriguez et al., 1997, Larson y Miller 1999).  

  

 

Fig. 11  Prueba Hiposmotica-azul de Coomassie. VSA- espermatozoide vivo de 
ovino sin acrosoma, VA-espermatozoide vivo de ovino con acrosoma intacto. 

 

Sexado de semen 

Para este proceso los eyaculados fueron lavados en PBS, a 2500 rpm durante 5 

minutos para retirar el plasma seminal y el medio de transporte, se retiró  el 

sobrenadante y la pastilla espermática se resuspendió en  PBS.   La muestra  se  

dividió  en dos fracciones,   una  para ser utilizada como control (semen no 

sexado) y otra para ser  sexada por centrifugación en  gradientes de densidad  de 

Ficoll-Diatrizoato de sodio. Para esto último el semen se ajustó a una 
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concentración de 160x106  espermatozoides/ml en PBS. Se colocó 1 ml de 

muestra sobre un colchón  compuesto de 2.4 ml de Ficoll (SIGMA Cat F4375-

100G) al 8 % en PBS mezclado con 1 ml de Diatrizoato de sodio (SIGMA S4506-

100G ) al 32.8 % en PBS, en tubos de ensaye de vidrio de 10 ml. Se centrifugó  a 

700 rpm durante 20 minutos. Después de la centrifugación  se formaron 3 bandas 

intermedia separadas por 2 interfases, quedando al fondo una pastilla rica en  

espermatozoides con cromosoma X. Se recuperó   la pastilla, la cual contenía una 

concentración promedio de 40 X106, se lava con PBS a 2500 y posteriormente  se 

resuspendió en  diluyente  comercial. Se realizo nuevamente la evaluación, 

envasado y  posteriormente la inseminación.  

 

Inseminación intrauterina 

 La  inseminación a las ovejas se realizo  48 horas después de retirar las 

esponjas, para esto  se formaron dos grupos de 30 ovejas, el primer grupo 

(control)  se insemino  con semen no sexado y el otro  con  semen sexado con 

cromosoma X. Previamente las ovejas  fueron dietadas de agua y alimento por 24 

horas, para la inseminación las ovejas  fueron tranquilizadas con hidrocloruro de  

xilacina (0.1 mg/Kg),  vía intramuscular y como anestésico se utilizo ketamina  vía 

endovenosa a una dosis de 1 mg/kg. En seguida se  realizó el rasurado y lavado 

antiséptico de la región abdominal caudal. Las hembras fueron  colocadas  en la 

camilla de inseminación, en posición decúbito dorsal, elevándose  los miembros 

pélvicos en  ángulo de 45°, con la finalidad de desplazar de las  vísceras hacia la 

parte craneal del abdomen.  Se realizaron dos  pequeñas incisiones, a 4 cm 

anteriores a la ubre y a cada lado de la línea media,  por una de ellas introdujo  un 

ajuga  de Veress, con  la cual se insuflo  la cavidad abdominal, una vez insuflada 

la cavidad y retirada la ajuga de Veress, se introdujo  por el lado izquierdo un 

trocar con cánula de 5 mm de diámetro y a través de esta se insertó un 

laparoscopio recto de 5 mm, mientras que por la incisión derecha  se coloco un 

segundo trocar con cánula de 5 mm y a través de esta un  bastón  para acomodar 

el útero, ya posicionado el útero, se retiró el bastón y se introdujo   la pistola de 
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inseminación  con la pajilla y la funda de Aspic, para depositar el semen. Se 

inseminó una dosis de 20X106 de espermatozoides en cada cuerno uterino, para 

ambos grupos (control y sexado). Finalizada la inseminación, las  incisiones fueron 

suturadas  con nylon de 1-0. 

 

Análisis estadístico 

Para la evaluación de la viabilidad espermática antes y después del sexado se 

utilizó la prueba T de Student  para muestras pareadas, empleando el programa 

estadístico SPSS.  Para la evaluación de la proporción de ovejas gestantes y del 

sexo de las crías  entre el grupo inseminado con semen sexado y no sexado se 

utilizó Chi cuadrada. 
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IX.- RESULTADOS 

  En la tabla 4  y grafica 1,  se muestra el porcentaje  de espermatozoides vivos, 

evaluados  por la tinción de Eosina-Nigrosina,  del  semen no sexado y del 

sexado,  mostrando una diferencia estadística significativa (P< 0.05) entre ambas 

muestras. El promedio de espermatozoides vivos en el  semen no sexado (83.3 %) 

se redujo  aproximadamente 20 %, después del proceso de sexado. 

 
Tabla  4. Porcentaje individual y promedio  de espermatozoides vivos y 

muertos, en los eyaculados de borrego no sexado y sexado por gradientes de 
densidad Ficoll-Diatrizoato, con la tinción Eosina-Nigrosina. 

 

a y b muestran una diferencia estadística significativa entre porcentaje de 
espermatozoides vivos y muertos, antes y después del sexado 

 

Identificación del 

eyaculado 

Espermatozoides no 

sexados 

Espermatozoides 

sexados 

% vivos  % muertos  % vivos  % muertos  

eyaculado 1 A 84ª 16ª 63b 37 b 

eyaculado 1 B 85ª 15ª 62 b 38 b 

eyaculado 2 A 83ª 17ª 64 b 36 b 

eyaculado 2 B 84ª 16ª 64 b 36 b 

eyaculado 3 A 85ª 15ª 65 b 35 b 

eyaculado 3 B 80ª 20ª 61 b 39 b 

eyaculado 4 A 83ª 17ª 64 b 36 b 

eyaculado 4 B   82ª 18ª 63 b 37 b 

eyaculado 5 A 85ª 15ª 63 b 37 b 

eyaculado 5B 82ª 18ª 62 b 38 b 

Promedio 83.3ª  16.7a  63.1b 36.9b 
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Grafica  1  Porcentajes de espermatozoides de ovino vivos y muertos 

evaluados con EN, antes y después del sexado. 
 

 

En la tabla 5 y grafica 2,  se muestra la motilidad espermática progresiva, de 

semen  no sexado y sexado, habiendo una diferencias estadística significativa (P< 

0.05).  En el caso de semen sexado, la motilidad se evaluó   después de 

resuspenderlo en el diluyente comercial. 
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Tabla 5.  Evaluación individual y promedio de la motilidad progresiva de los 
eyaculados de borrego no sexado y sexado por gradientes de densidad Ficoll-

Diatrizoato.  
Identificación del 

eyaculado 

Semen no 

sexados 

Semen sexados 

motilidad 

progresiva  

motilidad 

progresiva  

eyaculado 1 A 80ª 52 b 

eyaculado 1B 88ª 54 b 

eyaculado 2 A 81ª 53 b 

eyaculado 2B 86ª 51 b 

eyaculado 3 A 80ª 49 b 

eyaculado 3B 82ª 50 b 

eyaculado 4 A 80ª 51 b 

eyaculado 4B 84ª 53 b 

eyaculado 5 A 81ª 50 b 

eyaculado 5B 86ª 49 b 

Promedio 82.8ª  51.2b 

a y b muestran una diferencia estadística significativa entre la motilidad 
espermática progresiva, antes y después del sexado.  
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Grafica 2   Evaluación individual y promedio de la motilidad progresiva. En esta 

grafica se observa como decrece la motilidad espermática después del sexado. 
 

En el tabla 6 se muestra los resultados de la  evaluación de la prueba 

Hiposmótica-azul de Coomassie, encontrándose  una diferencia significativa (P< 

0.05). Entre muestras se observa que  el porcentaje de espermatozoides vivos con 

acrosoma en semen no sexado (77.6 %), se reduce después del sexado a 57.2 %. 

 



 

4
1 

 

 

Tabla 6. Evaluación individual y promedio de la funcionalidad de la membrana esperrnatica y el estado del acrosoma de 
los espermatozoides de ovino no sexados y sexados en gradientes de densidad Ficoll-Diatrizoato (Prueba Hiposmotica­

azul de Goomassie. 

Identificación Semen no sexado Semen Sexado 
del eyaculado 

Vivos G/A Vivos S/A Muertos G/A Muertos S/A Vivos G/A Vivos S/A Muertos G/A Muertos S/A 

eyaculado 1 A 78' 9' 8' S' 57' 4' 32 ' 7' 

eyaculado 1 B 78' 7' 9' 6' 57' S' 29' 9' 

eyaculado 2 A 76' 8' 9' 7' 56' 7' 28' 9' 

eyaculado2B 79' 6' 8' 7' 56' 7' 27' 8' 

eyaculado 3 A 80' 7' 8' S' 59 ' 6' 28 ' 7' 

eyaculado 3B 76' 8' 9' 7' 55' 6' 32 ' 7' 

eyaculado 4 A 79' 7' 8' 6' 56' S, 29 ' 8' 
eyaculado 4B 76' 9' 9' 6' 54' 9' 29' 8' 

eyaculado5B 77' 8' 9' 6' 6{)' 7 ' 27' 6' 

eyaculado5A 77' 8' 10' S' 56' 8' 24 ' 10' 

Promedio 77.61 7.71 8.71 6' 57.2' 6.41 28.5' 7.9' 

a y b muestran una diferencia estadística significativa, en los porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto 
y espermatozoides muertos con acrosoma intacto, antes y después del sexado. G/A con acrosoma intacto, S/A sin 

acrosoma. 
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En la tabla 7 se observa que también existió en el estado de capacitación entre 

los espermatozoides sexados y no sexados, una diferencia estadística significativa 

(P< 0.05).  En el caso de los espermatozoides no sexados el porcentaje fue de  

61.8 % de espermatozoides no capacitados, mientras que después del sexado fue 

de 39.6, estos porcentajes teóricamente representa el número de 

espermatozoides que tienen la capacidad de fertilizar. 

 

Tabla 7.  Evaluación del estado fisiológico individual y promedio de los 
eyaculados de borrego no sexado y sexados (Tinción de CTC). 

 Semen no sexado Semen Sexado 

no capacitado capacitado no capacitado capacitado 

eyaculado 1 A 65ª 35b 40ª 60 b 

eyaculado 1 B 59ª 41 b 39ª 61 b 

eyaculado 2 A 60ª 40 b 41ª 59 b 

eyaculado 2 B 59ª 41 b 37ª 63 b 

eyaculado 3 A 63ª 37 b 39ª 61 b 

eyaculado 3 B 62ª 38 b 42ª 58 b 

eyaculado 4 A 65ª 35 b 41ª 59 b 

eyaculado 4 B 60ª 40 b 39ª 61 b 

eyaculado 5 A 64ª 36 b 40ª 60 b 

eyaculado 5 B 61ª 39 b 38ª 62 b 

Promedio 61.8ª 38.2ª 39.6b 60.4b 

 a y b muestran una diferencia estadística significativa en los porcentajes de 
espermatozoides capacitados antes y después del sexado. 

 

En la tabla 8 se muestra los porcentajes de gestación de hembras inseminadas 

con semen sexado y no sexado. Observándose diferencia entre grupos  (semen 

no sexado y sexado) (P< 0.05). El diagnóstico de gestación se realizó  con 

ultrasonido a los 45 días post-inseminación. 
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Tabla 8. Porcentajes de gestación en hembras  inseminadas con semen sexado 
y no sexado. 

Tipo de Semen Numero ovejas 

inseminadas 

Numero ovejas 

gestantes 

% de Gestación 

No Sexado 30 20 66.66ª 

Sexado 30 7 23.3b 

a y b muestran una diferencia estadística significativa, en los porcentajes de 
gestación  entre el grupo de ovejas inseminadas con semen  sexado y no sexado. 

 

 

En la tabla 9  se muestra la prolificidad de las ovejas del grupo inseminado con 

semen no sexado y sexado, no habiendo una diferencias significativa (P>0.05), 

también se muestra el sexo de la crías de ambos grupos, donde no se encontró 

diferencia significativa (P>0.05), entre los porcentajes crías hembras y machos. 

 

Tabla 9. Porcentaje de prolificidad de las  ovejas, numero    y sexo de la crías, 
en los grupos inseminados con semen no sexado y sexado. 

 

No se encontró diferencia estadística significativa (P>0.05),  en el porcentaje del 
sexo de la crías, numero y sexo de las crías, entre el grupo inseminado con semen 

sexado y sexado. 
 

 

 

 

 

 

 

Tipo semen Numero crías  Prolificidad  Machos  Hembras  

No sexado 24 120 % a 13 (54.1 %)  a 11(45.8 %)  a 

Sexado 8 116 %  a 4 (50 %)  a 4 (50 %)  a 
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X.- DISCUSION. 

Los resultados obtenidos en este estudio, con respecto al sexo de la crías, nos 

indican que la centrifugación en gradientes de densidad Ficoll-Diatrizoato de sodio, 

bajo nuestras condiciones no permitió   enriquecer  las poblaciones de 

espermatozoides X, contrario a lo reportado por Vázquez (2008), quien reportó un 

enriquecimiento del 94 %, de los espermatozoides X de bovino, usando 

exactamente la misma metodología. Es importante señalar que la validación de la 

separación espermática por este autor fue utilizando PCR tiempo real.  

Actualmente PCR es la técnica utilizada  para la validación de los métodos  de 

sexaje de espermatozoides (Parati et al., 2006. Puglisi et al., 2006);  es una 

técnica con  alta sensibilidad  y cuantitativa, pero  presenta una probabilidad 

relativamente alta de obtener falsos positivos por contaminación (Liu y Saint, 

2002).  Shastry (1977) usando semen de humano reporta, con la misma técnica de 

gradiente, el enriquecimiento de los espermatozoides X  (74 %)  pero en una de 

las interfases del gradiente, mientras que en el sedimento encontró  mayor 

porcentaje de espermatozoides Y  (72 %). Así los  resultados  obtenidos en este 

estudio, pueden ser atribuídos a las  diferencias entre especies, ya que la 

densidad inicial de la muestra influye directamente sobre la separación, es decir 

los espermatozoides de humano, son más pequeños que los de ovino (Garner  

2006), lo que posiblemente  influye en la velocidad de sedimentación, ya que  esta  

última es directamente proporcional  al  peso de la partícula o de la célula (Chang, 

1984). Lo anterior  hace suponer que se tienen  que realizar ajustes  en el tiempo y 

la velocidad de  centrifugación,  para mejorar los resultados en los 

espermatozoides de ovino; por ejemplo Vitoria (2007) en el caso del bovino, 

empleando Percoll en 12 capas, centrifuga el semen por 15 minutos. 

 

Otro punto importante a tomar en consideración es la densidad de la muestra, 

Vitoria  (2007) reporta una concentración espermática para ser sexado en 

gradiente de 40 X 106, ya que a menor concentración se facilita el movimiento de 

las células (Vitoria,  2007).  Adicionalmente en el semen de humano se han usado 



 

45 
 

gradientes a base de Ficoll–metrizoato de sodio, reportando  el  enriquecimiento 

de la población espermática Y del 76 % y población X del 76%, mientras que en el 

presente estudio  se empleo diatrizoato de sodio en lugar de metrizoato de sodio. 

Se ha reportado que el metrizoato de sodio  tiene una interacción iónica con las 

moléculas (Rickwood, 1994) y por otro lado se reporta que el espermatozoide de 

ovino presenta cambios de carga en la membrana, después de que se retira el 

plasma seminal (Ollero, 1997), por lo que  posiblemente el metrizoato puede 

interaccionar  iónicamente con el espermatozoide. También cabe mencionar que 

la técnica de validación empleada por  Shastry, para evaluar la separación 

espermática fue la tinción de quinacrina. La cual ha sido  cuestionada en sus 

resultados, ya que existen reportes de que no todos los espermatozoides Y 

presentan el denominado cuerpo Y o F, por lo que los resultados podrían dar 

falsos positivos o poblaciones en las que predomine la fracción espermática X 

(Shastry,  1977). Diversos   estudios han demostrado que únicamente el 35 % de 

las  células totales, presentan el cuerpo F, mientras otros reportan que solo  del 25 

al 50 % de los espermatozoides Y lo manifiestan (Lin SP et al.,  1998). Por lo que 

Johnson (2005) plantea que el mejor método para validar una técnica de sexaje de  

espermatozoides es que esta produzca una  desviación del porcentaje del sexo de 

las crías nacidas, después de la inseminación. 

 

   Si bien la centrifugación se ha utilizado como un método de lavado rápido y 

eficaz,  para retirar el plasma y materiales no deseados del semen (Gordon, 1994),   

existen especies cuyos espermatozoides son altamente sensibles a la fuerza de la 

centrifugación, como el ratón y el humano, en los que se provoca mayor  pérdida  

de la motilidad, daño a la estructura de la membrana plasmática y acrosoma 

(Rijsselaere et al., 2002).   También se ha  reportado  que durante la  

sedimentación de los espermatozoides, causada por la centrifugación, se  puede 

causar la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que causa daños 

irreversibles a la célula, afectado así su capacidad fecundante (Álvarez et al., 

1993).   En este caso los radicales libres  se pueden formar a partir de moléculas 
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estables  y  reacciones de transferencia de electrones (Membrillo et al., 2003);  

produciéndose durante la centrifugación del semen, los cuales pueden generar 

daño tanto en el ADN como en la membrana plasmática. Jones et al, (1979) 

reporta un relación entre la peroxidación  de los lipidos de la membrana, causada 

por ROS,   y la pérdida de la motilidad. El mecanismo propuesto  por el cual  la 

peroxidación  causa perdida de la motilidad, involucra cambios en la fluidez e 

integridad de  la membrana y subsecuentemente la incapacidad para  mantener la 

funciones para el movimiento flagelar (Aitken et al., 1993). También la motilidad 

puede ser  afectada  por una inactividad de las mitocondria, causada por ROS 

(Domínguez et al., 2009).  

 

No solo la centrifugación afecta la viabilidad espermática, sino también la 

manipulación y , dilución del semen,  causa serios daños a la célula espermática, 

disminuyendo la motilidad y afectando la integridad de la membrana; 

consecuentemente ocasionando la muerte celular (Hammerstedt et al., 1990). 

 

También se ha reportado que el pasaje de células espermáticas a través de 

gradientes puede alterar la membrana espermática y causar una reacción 

acrosomal prematura (Cesari 2006). Sin embargo también se ha indicado  que el 

volumen del gradiente, la fuerza y la duración de la centrifugación no tiene efectos 

significativos sobre la integridad  del espermatozoide. Siendo los espermatozoides  

bovino y equino, los que muestran baja sensibilidad a la centrifugación, 

comparada con las de otros mamíferos (Machado et al., 2009). Es decir la 

disminución en la viabilidad obtenida en nuestro estudio después de la 

centrifugación en gradientes de densidad puede ser atribuida a todos estos 

factores. 

 

Otra causa por la cual puede verse afectado el porcentaje de fertilidad es la 

muerte embrionaria temprana, principal causa de la perdida de  gestación en los 

animales domésticos. En la oveja se  ha reportado que entre un 20 y 30 % de los 
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embriones mueren en los primero13 días post-fertilización, debido a factores  

genéticos y ambientales (Garvierick et al., 1992). La principal causa de la muerte 

embrionaria temprana es la falla en el reconocimiento materno de la gestación, ya 

que en ovejas el mantenimiento de la gestación depende de que la secreción de 

progesterona por el cuerpo lúteo se mantenga en niveles altos (Mann et al., 1996).  

 

Donovan et al (2004), reporta que el bajo porcentajes de gestaciones, se debe a 

la no sincronización entre el tiempo de inseminación y la ovulación, y que el mayor 

porcentaje de gestaciones se obtienes inseminando a las 58 horas después de 

retirar las esponjas, mientras que en nuestros estudios la ovejas fueron 

inseminadas a las  48 horas de retiradas las esponjas, pudiendo afectar  

directamente el porcentaje de gestación. Por otra parte se ha reportado que la 

aplicación de GnRH en los protocolos de sincronización, incrementa los 

porcentajes de gestación (Beilby et al., 2009).   

 

Otro de los factores que influyen de manera directa sobre el porcentaje de 

gestación es la cantidad de espermatozoides inseminados, ya que Leboeuf (2003), 

reporta 74.2 % de gestaciones  al inseminar intrauterinamente con  dosis de 

100X106 espermatozoides. Chavez (2007) reporta en ovejas sincronizadas con 

esponjas intravaginales de 20 mg FGA mas 200 UI de eCG e inseminadas 

intrauterinamente alrededor de 56 horas, 50 % de gestaciones. Comparados con 

nuestros datos el porcentaje de gestación del grupo inseminado con semen no 

sexado que fue de 66.6 %  similar a lo  reportado.  Sin embargo el porcentaje de 

gestación para el grupo inseminado con semen sexado fue de 23.3 %, lo que es 

bajo comparado con los de semen no sexado. Lo que posiblemente   se relaciona 

con la cantidad de  espermatozoides viables inseminados, ya que solo el 52.2 % 

(10.24X106) de  espermatozoides  inseminados presentaban una motilidad 

progresiva, siendo que la motilidad es indispensable para la que el 

espermatozoides pueda penetrar la zona pelucida del ovocito (Suarez y Ho,  

2003). De acuerdo con la prueba Hiposmótica-azul de Coomassie  57. 2 % 
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(11.4X106) de espermatozoides son vivos con acrosoma intacto, según Harkema 

(1998) el acrosoma intacto proporciona al espermatozoide la habilidad   para 

encontrar la zona pelucida del ovocito (Moce y Graham,  2008). Nuestros 

resultados de  la tinción de CTC muestran que  solo el  39.6 % (7.92 X 106)  de  

los espermatozoides  sexados, mostraban un patrón F, característico de 

espermatozoides no capacitados, siendo estos los   espermatozoides  con una 

capacidad fecundante. La capacitación  es un complejo de modificaciones que 

sufre el espermatozoide de manera natural en el tracto reproductor de la hembra, 

para adquirir la habilidad de fertilizar el ovocito. Los cambios físicos, bioquímicos y 

biofísicos que ocurren durante la capacitación, incluyen alteraciones en el 

metabolismo, concentración de iones intracelular, fluidez de la membrana,  

hiperpolarización de la membrana   y concentración de ROS (Grasa et al., 2006).  

Sin embargo se ha reportado que los espermatozoides capacitados tienen una 

vida corta y si no se exponen en un tiempo corto al ovocito  la fertilidad no ocurre 

(Watson,  1995).  Es decir que para  poder obtener porcentajes adecuados de 

gestaciones, es necesario incrementar la cantidad de espermatozoides  

fecundantes a inseminar, como lo reporta Hollinshead (2003) que con dosis de 10, 

20 y 40x106 espermatozoides viables, obtuvo 31, 42.9 y 72.7 % de gestación 

respectivamente. 
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XI.-  CONCLUSIONES 

  

 La técnica de centrifugación en gradientes de densidad con Ficoll-Diatrizoato de 

sodio, no permitió en este estudio  un  enriquecimiento de la población 

espermática X de ovino. 

 

 El pasaje de las células espermáticas a través del gradiente de densidad con 

Ficoll-Diatrizoato de sodio afectó su  viabilidad y consecuentemente la  capacidad 

fecundante. 

 

 Es necesario estandarizar la técnica de centrifugación en gradientes de densidad 

con Ficoll-Diatrizoato de sodio para espermatozoides de ovino. 

 

 Realizando modificaciones a las variables asociadas como: Menor  concentración 

de la muestra de semen al momento de la centrifugación, pudiendo utilizar de 25 a 

30X106 de espermatozoides por ml. Menor tiempo de centrifugación, pudiendo 

centrifugar durante 15 minutos. Incrementar la densidad del gradiente. 
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