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1.- Introduccion.

Poder determinar el sexo de la descendencia antes de la concepcién,
tanto en animales domésticos como en la especie humana, es una idea
qgue ha ocupado la mente del hombre desde hace miles de afos. Los
primeros intentos realizados en este sentido se describen ya en la época
de los antiguos filésofos griegos, y estaban basados, como norma
general, en la mitologia y en supersticiones y creencias populares. Aun a
finales del siglo XVIII, todavia existia la firme creencia de que la
situacién anatémica (lado izquierdo o derecho) de los testiculos o los
ovarios daba origen a esta diferencia de sexo. Las primeras evidencias
cientificas convincentes sobre la determinacion sexual del individuo
llegan en el siglo XX con el descubrimiento de los cromosomas
sexuales y del papel principal de los mismos en dicha determinacién.
A partir de este momento los mayores esfuerzos para controlar el sexo
de la descendencia han sido dirigidos siempre a la manipulacién in vitro
del espermatozoide antes de la fecundacion, ya que teniendo en cuenta
que el ovocito tiene una dotacién cromosémica fija, es el gameto

masculino el responsable del sexo del futuro individuo.

2.- Importancia de la predeterminacion del sexo de la descendencia

La posibilidad de elegir el sexo de la descendencia, antes de la
concepcidén, es uno de los objetivos mas perseguidos dentro del campo



de la tecnologia de la reproduccién, ya que supone poder controlar una
serie de situaciones, algunas de gran importancia, que de otra manera
dependen Unicamente del azar. La mejora genética y la optimizacién de
la produccion en las explotaciones ganaderas, el control de
enfermedades hereditarias ligadas al sexo en la especie humana, o el
manejo en cautividad y la recuperacidn de animales salvajes son
algunos de los campos en los cuales la seleccion del sexo supone una
herramienta muy importante. Ademas, esta tecnologia tiene una gran

aplicacién asociada a otras tecnologias como la transgénesis.

En el caso concreto del ganado porcino, esta técnica tiene un especial
interés cuando se dirige a grupos de elevado valor econémico y/o
genético ya que su aplicacion permitiria la planificacion para que el sexo
de los lechones coincidiera con el sexo deseado. Ademas, esta técnica
seria de gran interés en combinacion de otras como la transferencia no
quirdrgica de embriones que permitiria la comercializacién de embriones
de sexo conocido y por consiguiente su introduccion en las granjas de un

modo seguro.

3.- Métodos para predeterminar el sexo de la descendencia

Realizar la predeterminacién del sexo antes de la concepcidon
(preseleccidn del sexo) es el método mas rentable para la obtencién de

descendencia del sexo deseado (Johnson, 2000; Johnson et al., 2005).

Teniendo en cuenta que en la dotacion cromosdémica del ovocito esta
siempre presente el cromosoma X, resulta evidente que la determinacién
sexual del individuo depende del espermatozoide que fecunde ese
ovocito, de tal manera que si el espermatozoide es portador de un
cromosoma X, dara lugar a una hembra y si es portador del cromosoma
Y a un macho. En la actualidad el método mas exacto, eficiente y
potencialmente mas rentable para predeterminar sexo de la
descendencia, pasa por la separacion de los espermatozoides que

cuentan en su dotaciéon cromosomica con el cromosoma X de aquellos



que tienen el cromosoma Y, para ser utilizados en inseminacién
artificial o fecundacion in vitro seguida de transferencia embrionaria
(Johnson, 2000). Aunque a simple vista podria parecer que esta
separacion puede llevarse a cabo mediante estrategias sencillas, el
hecho de que las diferencias fenotipicas entre los espermatozoides X y
los Y sean minimas (Seidel, 1999) dificulta sobremanera su identificacion

y seleccion.

Figura 1.- Cromosomas de linfocitos procedentes de un cerdo
macho. La marca fluorescente verde corresponde al
cromosoma Y. Como puede observarse, se trata del
cromosoma mas pequeno.

Se han descrito numerosos procedimientos de separacion
basados en diferencias en las caracteristicas fisicas como el tamaro, la
forma, la densidad o en caracteristicas de la membrana plasmatica entre
los espermatozoides X e Y, o incluso en diferencias inmunolégicas
(Seidel et al., 2003). Sin embargo y debido a que estas diferencias son
dificiles de cuantificar con exactitud no se han conseguido resultados de

separacioén satisfactorios.



La existencia de los cromosomas sexuales era conocida desde
principios del siglo XX. Sin embargo, la posibilidad de diferenciar los
espermatozoides en funcion del cromosoma sexual que presentan no
fue vislumbrada hasta que a finales de los 70 donde se demostrd,
mediante la observacién de los cariotipos, la existencia en los mamiferos
de diferencias evidentes en cuanto a la cantidad de ADN presente entre
los espermatozoides portadores del cromosoma X y los portadores del
cromosoma Y. Esta diferencia se debe al mayor tamafno que presenta el
cromosoma X en relacién al Y (Figura 1), y es la unica diferencia
cuantificable y valida desde un punto de vista cientifico como base para
la separacidn efectiva de los espermatozoide X e Y (Johnson, 2000).

4.- Separacidon espermatica mediante citometria de flujo en funcién
del contenido en ADN

Predeterminar el sexo de la descendencia, utilizando espermatozoides
separados en base a su contenido en ADN, es hoy en dia una realidad
en porcino, asi como en otras especies de mamiferos, incluida la
humana, gracias a la citometria de flujo (Johnson, 1989). Esta es hasta
el momento la Unica técnica de separacion que ha podido ser
reproducida en diferentes laboratorios. Esta técnica se basa en la
diferente fluorescencia que emiten los espermatozoides tras la tincién
del ADN, diferencia que a su vez se basa en la diferente cantidad de
ADN que existe entre el cromosoma X y el cromosoma Y (Pinkel et al.,
1982; Seidel y Johnson, 1999).

Estas diferencias no son iguales en todas las especies, siendo de un
7'5% en el caso de las chinchillas y de, solamente, un 2’8% en el caso
de los espermatozoides humanos. Las especies de interés productivo se
encuentran entre estos limites siendo de un 3'6% en el caso del verraco,
3'7% para caballos, 3'8% para toros y 4'2% para moruecos (Johnson y
Welch, 1999). A medida que esta diferencia es mayor, la separacién de
los espermatozoides X e Y se ejecuta con mayor facilidad (Johnson,
2000)



Durante los ultimos 10 afios se han realizado importantes avances en el
desarrollo de esta técnica relacionados con el conocimiento de la
fisiologia del espermatozoide separado, evaluacion de la mutagenicidad
del procedimiento, incremento en el rendimiento de separacién, mejora
de los medios de recogida que aumentan la viabilidad y supervivencia
del espermatozoide, ampliacion de la resolucion de espermatozoides X e

Y, etc (revisado por Vazquez y cols, 2001 y Johnson y cols, 2005).

5.- Adaptacion de los citometros de flujo para separacion

espermatica

El andlisis del contenido de ADN de los espermatozoides, de la mayoria
de los mamiferos domésticos, mediante citometria de flujo resulta mas
complicado que en otros tipos celulares debido al elevado grado de
compactaciéon de la cromatina y a la morfologia plana que presenta la
cabeza espermatica (Garner, 2001).

Estas propiedades determinan una gran variabilidad en las sefales
emitidas por los espermatozoides tehidos con determinados
fluor6cromos y excitados por el impacto del laser, dando lugar a
distribuciones de fluorescencia irregulares que se corresponden con
coeficientes de variacion elevados (superiores al 5%). En el afio 1982,
Pinkel y cols. demostraron que las poblaciones de espermatozoides X e
Y presentes en los eyaculados de diferentes especies de mamiferos
domésticos podian ser identificadas utilizando un citometro de flujo
capaz de controlar la posicibn de los espermatozoides durante el
andlisis, obviando asi las dificultades descritas anteriormente. Las
distribuciones de fluorescencia obtenidas presentaron una mayor
definicion, permitiendo la identificacion de los espermatozoides X e Y

presentes en una determinada muestra.

Para ello, hubo que realizar una serie de modificaciones sobre un
citbmetro separador (cell sorter) estandar. En primer lugar se sustituy6 el



detector de luz frontal (0° respecto al impacto del laser) por un detector
de fluorescencia. Teniendo en cuenta que la variabilidad en las senales
de fluorescencia es debida principalmente a la posicion del
espermatozoide en el momento del analisis, la incorporacién de este
detector resultd basica para la identificacion y el analisis Unicamente de
aquellas senales validas correspondientes a los espermatozoides que
presentan una posicién correcta. En segundo lugar, se modific6 el
extremo final de la aguja de inyeccion de muestra, dandole una forma
biselada en lugar de cilindrica como la que incorporan los citémetros
estandar. La presencia del bisel determiné que el chorro de muestra
adquiriera una forma plana y estrecha, haciendo que un elevado numero
de espermatozoides presentaran la orientacion adecuada en el momento
del andlisis, con su lado plano de frente al impacto del laser y al detector
frontal (0%) quedando el perfil dirigido hacia al detector de fluorescencia
lateral (90°) (Figura 2)

Figura 2.- La principales modificaciones en los citometros de flujo
para poder establecer una discriminacion entre las poblaciones
que corresponden a espermatozoides X e Y corresponden a la




colocacion de un detector de fluorescencia frontal (izquierda) y
una aguja biselada para incrementar la poblacion de

espermatozoides orientados (izquierda).

Las senales emitidas lateralmente (90°) por los espermatozoides
orientados correctamente, presentaban una intensidad mayor de
fluorescencia debido a que provenian del perfil celular, mientras que
aquellos espermatozoides en una posicion inadecuada daban lugar a
sefiales laterales de fluorescencia menos intensas. El histograma
originado por esta diferencia en la intensidad de las sefiales emitidas,
permitia la identificacion de los espermatozoides mal orientados

haciendo posible su eliminacién de los analisis (Figura 3).
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Figura 3.- Dot-plot (izquierda) e histograma (derecha) dende
pueden observarse las poblaciones X y Y de espermatozoides de
cerdo. En la izquierda, el centro de las poblaciones quedan
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representados por los puntos rojos mientras que en el de la
izquierda quedan representados por los vertices en el histograma.
El vertice de la izquierda corresponde a la poblacion de
espermatozoides Y mientras que el vértice de Ila derecha
corresponde a la poblacion de espermatozoides X.

El desarrollo de esta tecnologia y el hecho de que el Hoechst
33342 fuera capaz de atravesar facilmente la membrana de los
espermatozoides vivos produciendo una fluorescencia proporcional al
contenido de ADN, sin afectar a la motilidad de los mismos (Johnson,
1991), supuso un hecho de vital importancia ya que permitié la obtencién
de camadas a partir de espermatozoides separados viables, tanto
portadores del cromosoma X, como portadores del cromosoma Y.

Aunque todos los citobmetros adaptados a la separacion
espermatica incorporaron, a partir de este momento, dispositivos
similares a este, los rendimientos obtenidos seguian siendo insuficientes
para la aplicacion de forma generalizada de los espermatozoides
separados, debido al gran numero requerido para inseminacién artificial,
sobre todo en el ganado porcino (3000 millones de espermatozoides por
dosis). Con el objetivo de aumentar el ritmo de produccion de
espermatozoides separados Johnson y cols. (1999) incorporaron el
nuevo dispositivo de orientacién disefiado por Rens y cols. (1998) a un
citometro de alta velocidad, capaz de trabajar a presiones elevadas
aumentando hasta diez veces la velocidad de separacién permitida por
los separadores estandar. El elevado porcentaje de espermatozoides
orientados en combinacién con mejoras en los dispositivos electronicos
de los equipos permitieron aumentar la produccién de espermatozoides
separados, hasta alcanzar los 15 millones por hora descritos por
Johnson y Welch (1999), manteniéndose las purezas en niveles
superiores al 85 %. La incorporacién de nuevas herramientas como es

la hibridacién in situ fluorescente para la deteccién de la pureza de la



separaciéon ayuda a conocer la eficiencia del procedimiento (Parrilla y
cols., 2003) (Figura 4).

Figura  4.-Hibridacion in  sity  fluorescente de

espermatozoides de verraco procedente de un eyaculado.
En azul de observan las cabezas de los espermatozoides. El
punto fluorescente verde corresponde a la presencia de un
cromosoma 1 (utilizado como control de hibridacion)
mientras que en rosa aparece la presencia de un

cromosomaY.

6.- Obtencion de descendencia tras la utilizacion de
espermatozoides separados

La citometria de flujo ha demostrado ser una técnica eficaz para la
obtencion de descendencia del sexo deseado en el ganado porcino

(Tabla 1). Sin embargo, una reduccién en las tasas de gestacién asi



como en los tamafos de camadas ha sido descrita en diferentes
especies como resultado de la utilizacién de espermatozoides separados
en las inseminaciones (Johnson y cols., 1989; Johnson, 1991; Cran y
cols., 1993; Seidel y cols., 1999; Vazquez et al., 2003; Maxwell y cols.,
2004 ).

Tabla 1.- Primer nacimiento producido desdpués de la inseminacion

con espermatozoides separados mediante citometria de flujo.

Método de Tipo de Dosis Referencia
Inseminacién espermatozo insemin
ide separado ada
Quirurgica Recien 0’3 x Johnson
separados 10° (1991)
Fecundacion Recien - Rath y cols
in vitro separados (1997)
Quirurgica Congelados 0’4 x Johnson
10° (2000)
Inseminacion Conservados 70 x Vazquez y
Intrauterina en medio 10° cols (2003)
Profunda liquido 10h
Inyeccion Recien - Probst y cols
intracitoplami separados (2003)

ca




Sin embargo la causa principal de esta reduccion en la fertilidad
de los espermatozoides separados todavia debe ser determinada.
Aungue no existen dafios aparentes en el ADN espermético (Parrilla y
cols, 2004), un aumento en la perdida de embriones en estadios
tempranos de la gestacion, y otros factores relacionados con la dosis de
inseminacién, momento de realizacién de la misma en relacién con el
momento de la ovulacién (Vazquez et al., 2003), o la reducida viabilidad
de los espermatozoides separados en el tracto genital femenino (Parrilla
et al., 2005) son algunos de los factores a estudiar para conseguir unos
niveles de viabilidad y fertilidad post-separacién adecuados (Maxwell y
cols., 2004) mas aun desde que se han obtenido conocimientos acerca
del estado de los espermatozoides en el oviducto (Rodriguez-Martinez et
al., 2005). Actualmente se estan realizando algunos estudios cuya
finalidad es incrementar la supervivencia de estos espermatozoides
mediante la adicion de plasma seminal o proteinas seleccionadas del
mismo (Centurién et al., 2003; Caballero et al., 2004).

6.1. Produccidn in vitro de embriones.

Debido al bajo numero de espermatozoides que el citbmetro es capaz de
separar por unidad de tiempo, una de las posibles vias en la aplicacién
de los espermatozoides separados es la produccion in vitro de
embriones, bien a través de técnicas convencionales de fecundacion in
vitro, bien a través de técnicas de inyeccién intracitoplasmatica y la
posterior transferencia de embriones. El principal inconveniente de esta
técnica es el bajo rendimiento que produce en el caso del porcino debido
al elevado indice de polispermia (Gil et al., 2004)

Los primeros resultados se obtuvieron en 1993 (Cran y cols.) con
espermatozoides de toro, los cuales, tras la separacion, fueron utilizados
en la produccién in vitro de embriones con una buena tasa de
nacimientos tras la transferencia. En el caso del porcino, en 1997 (Rath y
cols.) y 1998 (Abeydeera y cols.) se obtuvieron los primeros nacimientos

tras la fecundacién in vitro y posterior transferencia quirargica en cerdos.



Recientemente, se han obtenido nacimientos tras la produccion de
embriones a partir de espermatozoides sexados mediante inyeccidn
intracitoplasmatica en el ovocito (ICSI) (Probst y Rath, 2003). En esta
misma linea, acaban de ser publicados lo primeros resultados en la
produccién de embriones in vitro a partir de espermatozoides separados
y congelados (Batagate y cols. 2005)

6.2. Inseminaciones quirargicas y no quirdrgicas.

No cabe duda que el método ideal de utilizacion de los espermatozoides
separados seria una metodologia que empleara la inseminacion artificial
al tiempo que necesitara un bajo niumero de espermatozoides para
conseguir un buen porcentaje de gestaciones.

En el ganado vacuno esta es una técnica de la que se tiene importante
informaciéon en cuanto a que son mas de 2000 vacas las inseminadas
con semen separado. Los resultados obtenidos con espermatozoides
sexados vy, posteriormente congelados muestran que se puede obtener
un 50% de gestaciones con una pureza esperada del 85% cuando se
inseminan entre 1 millon y 1 millén y medio de espermatozoides (Seidel
et al., 1999).

En el ganado porcino la situacién actual es diferente. Los primeros
resultados de gestacion se obtuvieron realizando inseminaciones
quirargicas en oviducto (Johnson, 1991). Aunque este sistema de
inseminacién es un procedimiento complejo, la simplificacién de las
inseminaciones utilizando técnicas laparoscépicas abren un nuevo

campo de investigacion en la obtencidén de lechones de sexo deseado.

Debido a que las inseminaciones convencionales se realizan con 3 mil
millones de espermatozoides, conseguir esta dosis mediante citometria
de flujo requeriria 15 dias de trabajo ininterrumpido. Este factor limitante
hacia impensable la utilizacion de espermatozoides mediante una via
que no fuera la quirdrgica. Tras el desarrollo de una sonda de



inseminacién intrauterina profunda (Martinez et al., 2002, Vazquez et al.,
2005) que permitia alcanzar las proximidades de la unién uterotubérica y
depositar aqui los espermatozoides, se empezaron a realizar las
primeras inseminaciones con espermatozoides separados mediante
citometria de flujo, alcanzandose la primera gestacion por via no
quirargica utilizando 70 millones de espermatozoides (Vazquez et al.,
2003) utilizando protocolos anteriomente establecidos en cerdas con
ovulacién inducida u ovulaciéon espontanea. Posteriormente y utilizando
la misma metodologia, se ha descrito el nacimiento de lechones
hembras en Alemania (Rath et al., 2003).

7.- Criopreservacion de espermatozoides separados de porcino

La criopreservacibn de espermatozoides separados de verraco
representaria un importante avance desde el punto de vista comercial ya
que la utilizacién de espermatozoides congelados ha supuesto un paso
importante en la aplicacion de esta técnica.

Desde 1975 existe semen criopreservado de porcino disponible en el
mercado y aunque ha sido utilizado para la produccién comercial y para
la obtencion de animales de alto valor genético, su uso no alcanza los
niveles de eficiencia obtenidos con el semen fresco o conservado en
estado liquido. Esta disminucion en la eficiencia puede ser debida a los
dafnos que sufre el espermatozoide durante los procesos de congelacién
y descongelacién (Roca y cols., 2003), los cuales se veran aumentados
cuando el proceso de criopreservacion se realice sobre espermatozoides

previamente separados por citometria de flujo (Parrilla et al., 2005).

Espermatozoides de cerdo han sido criopreservados con éxito tras su
separacién y posteriormente descongelados y aplicados mediante
inseminacién quirdrgica (Johnson, 2000). Los analisis de viabilidad,
basados en una estimacibn de la motilidad, demostraron que
aproximadamente un 30 % de los espermatozoides son capaces de



soportar procesos de separaciéon y congelacion consecutivos. Como
resultado de estas experiencias se produjo el nacimiento de cuatro
camadas con un tamafo medio de 6.8 lechones por camada. Estos
resultados tienen una especial importancia ya que demuestran que es
posible el almacenamiento de los espermatozoides separados durante
periodos largos de tiempo, manteniendo su capacidad fecundante.
Ademas, los nuevos avances en la criopreservacidn espermatica
permiten pensar en la posibilidad de la congelacibn de los
espermatozoides separados (Jonson et al., 2005). Recientemente,
espermatozoides de cerdo separados y congelados han sido utilizados
con éxito en la produccién in vitro de embriones (Bathgate et al., 2005)
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