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Resumen:

Desde el inicio comercial del sexado espermatico en la inseminacion artificial, la adopcion
de esta tecnologia por la industria ganadera (productores, médicos veterinarios y compafiias
de genética) ha sido una realidad en la produccion bovina, principalmente en ganado lechero.
La presente revision, es una descripcion de los inicios del sexado espermaético, su desarrollo,
aplicacion a nivel comercial, y evolucion hasta la actualidad. Los eventos mas significativos
fueron sin lugar a dudas la determinacion de la diferencia en el contenido de DNA entre los
espermatozoides portadores del cromosoma “Y” o “X”, el flujo de estos en el citometro, Yy su
separacion en los asi llamados espermatozoides “Y” y “X”. Los siguientes logros que
favorecieron la aplicacion de esta tecnologia de forma comercial fueron la determinacion de
la concentracion dptima y la criopreservacion exitosa del semen sexado; desde entonces, las
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investigaciones para tratar de disminuir los efectos deletéreos del proceso de sexado no se
detuvieron, llegando hasta el surgimiento de nuevas tecnologias de sexado espermatico
donde este efecto es minimo. La técnica mas ampliamente difundida de forma comercial es
el ultrasexado de 4 millones de espermatozoides (SexedULTRA-4M™), en la cual se
modificaron completamente el método, los medios y los citometros, con lo que esta
tecnologia tiene resultados muy similares a los obtenidos con semen no sexado (semen
convencional). Existe otra tecnologia de sexado espermatico llamada Sexcell™ que se oferta
de forma comercial, en la cual han obtenido resultados similares a los obtenidos con semen
convencional, pero solo en vaquillas. Con estos avances, el sexado espermatico se muestra
como una tecnologia en constante desarrollo y de alto impacto en la ganaderia bovina.
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Introduccion

En lo que se refiere a biotecnologias reproductivas en ganado bovino, la pre-seleccién del
sexo tiene una larga historia, en la cual se ha tratado de separar los espermatozoides con
cromosomas “X” y “Y”” mediante varias técnicas, basandose en principios de diferencia de
masa y motilidad, cinética espermatica, cambios en la superficie del espermatozoide y
diferencias de volumen; sin embargo, ninguno de estos métodos fue capaz (sedimentacion,
centrifugacion y antisuero Y) de producir una separacion eficaz de poblaciones de
espermatozoides fértiles®.

La predeterminacion del sexo se pudo lograr gracias a los avances en la computacion,
biofisica, biologia celular, fisiologia reproductiva aplicada, entre otros. A partir del afio de
1980 comenzo a aplicarse una técnica denominada citometria de flujo, la cual permitid
separar los espermatozoides de acuerdo con sus cromosomas sexuales. Transcurrieron 20
afios para que esta tecnologia fuera comercializada para su uso en inseminacion artificial (1A)
en ganado bovino. Esta técnica se basa en diferenciar los espermatozoides “X” y “Y” en
cuanto a su contenido de DNA. En el caso de los bovinos, los espermatozoides “X” que
producen hembras contienen un promedio de 3.8 % mas DNA que los espermatozoides “Y”
que producen machos®. El sexado de espermatozoides por medio de citometria de flujo es
una herramienta valiosa que indudablemente tuvo un impacto benéfico en el mejoramiento
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genético de la industria ganadera. Esta tecnologia, tenia una eficacia en cuanto al nacimiento
de crias con el sexo pre-seleccionado, del 85 al 95 %; sin embargo, no estaba completamente
perfeccionada®.

La primera produccion comercial de semen sexado la realiz6 la compafiia Cogent en el Reino
Unido®. Aunque tuvo un inicio relativamente lento, aumenté exponencialmente la
produccion de semen sexado bovino con un estimado de 4 millones de dosis en el 2008, El
semen sexado se comercializaba en pajillas de 0.25 ml a una concentracion de 2.1 millones
de espermatozoides®. Se utilizaba una concentracion minima eficiente, debido a que, al
momento de sexar el semen, se perdia aproximadamente un 80 % del eyaculado entre los
espermatozoides del sexo no deseado y los espermatozoides que no se lograban diferenciar®.
Este semen era menos fértil y mas delicado que el semen convencional, ya que los
espermatozoides eran sometidos a varios procesos para la separacion de los espermatozoides
con cromosoma “X” y los de cromosoma “Y”, ademas del proceso de congelado y
descongelado”. A pesar de las limitantes del semen sexado, claramente hubo una buena
aceptacion®. Se consiguieron porcentajes de gestacion aceptables con la dosis reducida (2.1
x 108 espermatozoides) de semen sexado en vaquillas, pero se realizaron pocos trabajos con
vacas lactantes®. En la actualidad la tecnologia del sexado espermatico ha evolucionado,
modificando las técnicas, incrementando la velocidad del sexado, disminuyendo el estrés,
incrementando la concentracién espermatica y por ende mejorando los parametros de
viabilidad espermatica. Al momento existen tres técnicas de sexado que se aplican de forma
comercial, todas a través de citometria de flujo; SexedULTRA™® Sexcel™® vy
Lumisort™9: sin embargo, existen otras técnicas prometedoras diferentes a la citometria de
flujo: sexado espermatico por medio de nanoparticulas de oro®® y sexado espermatico
mediante nanoparticulas magnéticas®" pero que atin no se utilizan de forma comercial.

Resefa historica del sexado espermatico

Cuantificacion del DNA espermatico

Sin lugar a dudas, la determinacion del contenido de DNA en el espermatozoide abrio las
puertas de la tecnologia del sexado espermatico. En 197612 se evalu6 el contenido de DNA
espermatico en diferentes especies animales (hamster, raton, conejo, toro, cerdo, caballo,
ostras, abul6n y pulpo) mediante citometria de flujo. En este trabajo encontraron que la
distribucion de las poblaciones dependia de la forma de la cabeza de los espermatozoides y
de como se orientaban. En el caso de los espermatozoides de abuldn (cabezas cilindricas)
presentaron un patron de fluorescencia simétrico, sin embargo, en el caso de los
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espermatozoides de euterios (cabezas alargadas), el patron de fluorescencia fue asimétrico,
lo cual presentaba un problema para aplicaciones de biologia reproductiva; sin embargo, los
autores llegaron a la conclusion de que este problema se podria solucionar por medio de un
flujo plano dada la forma de la cabeza de los espermatozoides (Figura 1).

Figura 1: Morfologia y morfometria de la cabeza del espermatozoide en diferentes
especies®®

Dimeansiones y parfles da cabezas de espermatozoxdes e indices de dasificaciin citométnca de flujo para algunos mamifaras domésticos y el hombre
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Jos espermatozoides X-Y

Cromosomas “X” y “Y” en especies productivas

Dado que a través de la citometria de flujo se abrié la posibilidad de separar los
espermatozoides con base a su contenido de DNA, el siguiente paso en el desarrollo de la
tecnologia de sexado espermatico fue la cuantificacion del DNA de los espermatozoides “X”
y “Y” de especies domésticas. En 198314 se evaluo la diferencia en cuanto al contenido de
DNA entre los espermatozoides con cromosoma “X” y “Y” de animales domésticos, donde
se encontro una diferencia del 3.9 % en el caso de los toros, 3.7 % en los cerdos, 4.1 % en
borregos y 3.9 % en conejos. En el caso de los toros, utilizaron 25 toros representando cinco
razas (Jersey, Holstein, Hereford, Angus y Brahman) y observaron que el promedio entre la
poblacion de espermatozoides con cromosoma “Y” estuvo en un rango del 49.5 al 50.5 %
para todas las razas. Las diferencias entre los espermatozoides con cromosoma “X”’y “Y” no
varié dentro de cada raza, pero fueron significativamente diferentes cuando se compararon
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entre razas. La raza Jersey tuvo la mayor diferencia entre cromosoma “X” y “Y” y la raza
Brahman tuvo la menor diferencia (Figura 2); esto indica que la raza Jersey es mas facil de
sexar que la raza Brahman.

Figura 2: Diferencia entre el contenido de DNA de espermatozoides “X” y “Y” entre
diferentes razas bovinas®
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Primeras modificaciones a los citdmetros de flujo para sexado
espermatico

Una vez que se logro diferenciar a los espermatozoides “X” y “Y” con base en su contenido
de DNA, se comenz0 a trabajar en el citometro de flujo para poder hacer lecturas mas
eficientes. En 1986 se realizaron las primeras modificaciones al citdmetro de flujo para
lograr separar las poblaciones espermaticas. En este trabajo, utilizaron un citometro EPICS
V (Coulter Corporation, FL, USA), al cual le hicieron adaptaciones para mejorar la
orientacion. Estas adecuaciones consistieron en la modificacion del bisel del tubo de
inyeccion de la muestra, ademas de la adicion de un segundo detector de fluorescencia a 90°
(Figura 3A), a lo largo del eje del rayo laser, dirigiendo la fluorescencia recogida por un haz
de fibras Opticas hacia los tubos fotomultiplicadores (Figura 3B).
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Figura 3: Bisel y tubo de inyeccion utilizado en el citdmetro EPICS V. A. Punta biselada y
detectores de fluorescencia. B. Tubos fotomultiplicadores*®

Cabeza del
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Posteriormente se continu6 con las modificaciones del tubo de inyecciéon de la muestra,
haciendo una punta biselada. Esta punta biselada (25°) provocé un flujo de muestra de una
forma plana, asi la fuerza hidrodinamica en los nucleos de los espermatozoides hizo que se
orientaran preferentemente en el plano del flujo. Los nucleos tefiidos con fluorocromos eran
excitados por un rayo laser perpendicular al plano del flujo de la muestra. El laser incidia el
lado plano de los ndcleos de los espermatozoides orientados y la fluorescencia era detectada
simultadneamente desde el lado plano por un detector de fluorescencia a 0°, ademas se agrego
un detector estandar a 90°. Para generar la fluorescencia se utilizé un laser Coherent Innova
90-5 Argon-ion (Coherent Inc, CA, USA), operando en luz ultravioleta (351, 364 nm) a 150-
200 mW de poder. La fluorescencia emitida individualmente por cada nucleo espermatico
era colectada por ambos detectores (0° y 90°) y almacenada como distribuciones de
frecuencia (histogramas) en wun sistema de pantalla de adquisicion de datos
multiparamétricos. El proceso de separacion se llevo a cabo mediante la formacion de gotas
mediante un flujo de caida mediante vibracion ultrasonica. Cada gota contenia un ndcleo
espermatico el cual emitia fluorescencia, la cual era detectada y cargada electrostaticamente
en uno de los dos contenedores para cada poblacion “X” o “Y”. Con estas modificaciones y
trabajando con espermatozoides de chinchilla, se logré que los nucleos de los
espermatozoides fueran separados en “X” y “Y” a una velocidad de 55 nucleos/seg para cada
poblacion, con una pureza del 95 %19,
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Progenie obtenida a partir de espermatozoides con cromosoma “X” y “Y”

Hasta este momento solo se habia trabajado con técnicas invasivas tanto para la tincién como
para la seleccion de los espermatozoides con cromosoma “X” y “Y”, por lo cual el siguiente
paso seria la seleccion de espermatozoides viables con los cuales se pudiera hacer IA.

En 19897 se llevo a cabo la primera prueba de IA utilizando espermatozoides sexados en
conejas. Para esta prueba se emple6 semen fresco de dos conejos, el cual fue sexado en un
citdmetro de flujo EPICS V con las modificaciones previas®>'®. En esta prueba se
obtuvieron poblaciones espermaticas con cromosoma “X’’ con una pureza del 86 %y 81 %
para los espermatozoides con cromosoma “Y”. Con el semen obtenido se realizaron
inseminaciones quirdrgicas en hembras previamente sincronizadas, con semen no sexado,
con semen con cromosoma “X” y con semen con cromosoma “Y”. De las hembras
inseminadas con semen con cromosoma “X”, 94 % de las crias fueron hembras; para el caso
de las hembras inseminadas con semen con cromosoma “Y”, 81 % de las crias fueron
machos. Este trabajo demostré la precision de la técnica de sexado espermatico por medio de
citometria de flujo.

Posteriormente se reportaron las primeras crias bovinas nacidas a partir de embriones
producidos in vitro con semen sexado, el cual tuvo una pureza del 79 % para los
espermatozoides con cromosoma “X” y 70 % para cromosoma “Y”. Los embriones
producidos in vitro, fueron sexados mediante PCR; el anélisis indicd que el 73 % fueron
hembras y el 69 % fueron machos, sin que hubiera diferencia estadisticamente significativa
con respecto a lo obtenido en el analisis por citometria de flujo. En esta investigacion se
observd que el semen sexado continuaba teniendo su capacidad fertilizante y que tenia una
pureza aceptable, sin embargo, la cantidad de espermatozoides seleccionados era muy baja
para ser utilizada en IA, pero si era factible de ser utilizada para la produccién in vitro de
embriones (PI1V)\9),

En 199619, se realiz6 una prueba de campo en la que se inseminaron (inseminacion
profunda, ipsilateral al ovario con foliculo de mayor tamafio) vaquillas Holstein con semen
sexado (pureza de 90 %, 1 x 10° espermatozoides) refrigerado a 5°C. En este trabajo pasaron
aproximadamente 18 h desde que se recolecto el semen hasta que se insemin0 a las vaquillas.
Se realizaron 22 inseminaciones, de las cuales 11 hembras se diagnosticaron gestantes a los
60 dias, de dichas gestaciones, se determind el sexo por medio de ultrasonografia (entre los
60 y 70 dias gestacion), uno de los 11 fetos no fue del sexo predicho.

647



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(3):641-668

Creacion de la compaiiia XY Inc.

Los resultados obtenidos en la prueba de IA en bovinos®®, alentaron a que el USDA
(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América) concediera la licencia a la
Fundacion de Investigacion de la Universidad Estatal de Colorado (CSURF), Fort Collins,
CO, USA para proceder con la comercializacion de la tecnologia Beltsville de sexado
espermatico para la seleccién del sexo en espermatozoides mamiferos no humanos. Con la
emision de esta licencia en 1996, se formd la compafiia XY Inc., la cual fue una colaboracion
entre la CSURF, Cytomation Inc. (CO, USA) e inversionistas privados. Esta compafiia
adquirid los derechos de la citometria de flujo de alta velocidad y la comercializé como el
citometro MoFlow™ (CO, USA). Este citdmetro incluia las modificaciones realizadas en la
aguja de inyeccion®>18) y fue mejorado con la adicion de una boquilla de seleccion que
orientaba el 70 % de los espermatozoides mediante la presion del sistema de fluido
hidrostatico. Con esta mejora se podian analizar alrededor de 20,000 espermatozoides/seg y
clasificar hasta 6,000 o mas espermatozoides/seg de cada una de las poblaciones “X” o “Y”
con un 90 % de precision. En 2003 Cytomation Inc., fue comprada por la compafiia danesa
de biotecnologia Dako, convirtiéndose en Dako A/S, la compafiia siguié produciendo el
citometro para sexado espermatico al que renombraron como MoFlow SX™ (CO, USA).
Posteriormente la division de instrumentacion de citometria de flujo fue adquirida por
Beckman Coulter ubicada en Fullerton, CA, USA®,

Inseminacidn artificial con dosis baja de semen sexado

En 1997 se realiz6 una investigacion con dos objetivos: 1) evaluar los porcentajes de
gestacion de vaquillas sincronizadas e inseminadas (en el cuerno uterino, ipsilateral al ovario
con foliculo de mayor tamafio) con dosis muy reducidas de semen (1 x 10% 2.5 x 10° 2.5 x
10 espermatozoides/0.21 ml) refrigerado a 5° C bajo condiciones ideales a nivel de campo;
2) evaluar los porcentajes de gestacion de vaquillas sincronizadas e inseminadas (en el cuerno
uterino, ipsilateral al ovario con foliculo de mayor tamafio) con dosis bajas de semen sexado
(1-2 x10° espermatozoides/0.1 ml) refrigerado a 5 °C. En el primer experimento los
porcentajes de gestacion a los 40 dias fueron del 41 %, 50 %y 61 % para 1 x 10°%; 2.5 x 10°;
2.5 x 10° espermatozoides/inseminacion, respectivamente. En el segundo experimento, de 67
vaquillas inseminadas el 22 % resultaron gestantes y el 82 % de las crias fueron del sexo
seleccionado®@,
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Criopreservacion exitosa del semen sexado

Posteriormente en 1999, se llevo a cabo otra investigacion con el objetivo de poder evaluar
el proceso de congelacién del semen sexado; esto se pudo realizar debido a que el semen fue
procesado en un citdmetro de fluyjo MoFlow SX™, con lo cual se pudo tener suficiente
cantidad de espermatozoides a diferencia de cuando se trabajo con el citometro de flujo
EPICS V. En este trabajo se determind que el uso del laser a una potencia de 100 mW tenia
un menor impacto sobre la motilidad progresiva del semen post-descongelado que cuando se
utilizé a 150 mW. También se observo que la motilidad progresiva post-descongelado fue
superior cuando se utilizé un diluyente en base a TRIS que cuando se utilizé citrato-yema de
huevo o TEST. En cuanto al tiempo de equilibrio a 5 °C previo a la congelacién, se concluyé
que fue mejor la motilidad progresiva post-descongelado de 3 a 6 h que cuando duré 18 h.
Por otra parte, se determind que fue mejor mantener el semen crudo (semen recién colectado,
sin diluir) a 22 °C que diluirlo con el medio TALP adicionado con el fluorocromo Hoechst
33342 (ICN Biomedicals Inc., OH USA). Con estos nuevos procedimientos para el sexado
espermatico se consiguieron resultados ligeramente menores que con semen convencional en
cuanto a motilidad e integridad acrosomal, y se considerd que el uso de semen sexado para
inseminacion artificial de forma comercial estaria disponible en aproximadamente 2 afiosV,

Inicios de la comercializacion del semen sexado

La compafiia Monsanto ubicada en St, Louis, Mo, USA, desarrollé un sistema de seleccion
espermatica unico en su clase, el cual utilizaba 16 boquillas de seleccion en vez de una sola
como en el caso de los citometros MoFlow SX™., Este equipo se pretendia comercializar,
pero al parecer debido a problemas con bajos porcentajes de concepcion que se detectaron
en sus primeras pruebas, la compaiiia desistio®. En 2003, Genetic Resources International /
Sexing Technologies en Navazota TX, USA compro la propiedad intelectual y el equipo de
sexado espermatico desarrollado por Monsanto y toda la infraestructura de XY Inc®.
Actualmente la compafiia cambid su nombre a STgenetics®©@?.

Sexado espermatico con la técnica convencional (Legacy o XY)

Aspectos generales del sexado espermatico Legacy

El sistema de sexado espermatico Legacy usaba un citémetro de flujo MoFlow SX™, el cual
consistia en un circuito cerrado de alta velocidad de flujo de liquidos, que permitia alinear y
leer los espermatozoides individualmente en microgotas. La fluorescencia que producia cada
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espermatozoide tefiido era procesada por un software que permitia al operador seleccionar la
poblacion espermatica con minima y maxima luminosidad segun el sexo que se queria
separar. Los espermatozoides elegidos eran cargados eléctricamente, desviados del flujo
original en un campo magnético y finalmente recolectados® (Figura 4). Después se
concentraban mediante centrifugacion y posteriormente eran congelados, quedando vivos
solo la mitad del total®.

Figura 4: Sistema de clasificacion de espermatozoides por citometria de flujo
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1) Los espermatozoides se inyectan a través del sistema después de haber sido tefiidos con un fluorocromo de
union al DNA, 2) Un anillo vibratorio de cristal piezoeléctrico hace que se formen 90,000 gotas por segundo a
medida que la corriente sale del sistema, 3) Un laser UV ilumina los espermatozoides mientras fluyen por el
rayo, 4) Los espermatozoides X fluorecen con 4 % mas intensidad que los espermatozoides Y, 5) La sefial
detectada con un tubo fotomultiplicador, es enviada a una computadora que procesa la fluorescencia detectada
y categoriza si el espermatozoide es X, Y 0 no orientado, 6) Negativo, positivo o sin carga, se aplica a las
gotas que emergen del flujo, 7) A medida que las gotas cargadas pasan entre placas cargadas continuamente,
éstas se desvian, 8) Los espermatozoides son colectados en tres contenedores: X, Y, no orientado o sin
espermatozoide®.

La calidad y concentracion espermatica de los eyaculados eran quizas los factores mas
importantes para obtener una buena separacion de las dos poblaciones, ya que se demostrd
una alta correlacién entre la motilidad, la concentracién y la separacion de las poblaciones
con citémetros de flujo de alta velocidad. Por lo tanto, la separacion de espermatozoides “X”

650



Rev Mex Cienc Pecu 2024;15(3):641-668

y “Y” se llevaba a cabo normalmente en eyaculados con mas del 50 % de motilidad
progresiva y 75 % de espermatozoides normales®.

Con los citometros de alta velocidad, los MoFlo SX™ (Figura 5), los espermatozoides
pasaban por el citbmetro a una velocidad de 80 km/h, aproximadamente 20,000
espermatozoides totales/segundo® y se requeria de 9 min para sexar una pajilla de 2 x 10°
espermatozoides, aproximadamente siete pajillas por hora®.

Figura 5: Citometro MoFlow SX™ para sexado espermatico XY
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A. Clasificador de espermatozoides y computadora. B. Punta biselada. C. Optica de hidrodinamica, 1)
Boquilla con punta orientadora X Y, 2) Objetivo de fluorescencia lateral: orientacion celular, 3) Barra de
bloqueo, 4) Objetivo de fluorescencia frontal: cuantificador de DNA celular, 5) Salida de flujo. D. Formacion
de microgotas, 1) Ultima gota unida. E. Placas de deflexion, 1) Espermatozoides con cromosoma Y, 2)
Espermatozoides con cromosoma X, 3) Corriente residual 25,
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En el proceso de sexado, aproximadamente del 100 % de los espermatozoides, un 20 %
terminaba colectado en la fraccion “X” y un 20 % en la fraccion “Y”; el 60 % restante lo
constituian espermatozoides que no pudieron ser detectados por el citdmetro,
espermatozoides muertos y gotas sin espermatozoides®9),

Las caracteristicas espermaticas y supervivencia del espermatozoide sexado eran pobres
comparadas con el espermatozoide no sexado (el incremento de espermatozoides muertos
alcanzaba el 18.6 %); esto se atribuia al proceso de sexado™ que iniciaba con muchas horas
de mantenimiento desde la recoleccion del semen hasta que el semen era sexado.

Factores que afectan los resultados del semen sexado Legacy en la A

Viabilidad

El dafio debido al proceso de sexado con la técnica Legacy repercutia directamente en los
porcentajes de gestacion. La menor fertilidad del semen sexado se debia principalmente a la
exposicion a fuerzas mecanicas durante el proceso de sexado, y en menor grado a la tincion
y exposicion al laser®. Después del proceso de sexado, los espermatozoides eran
parcialmente capacitados, disminuyendo la vida atil y por consiguiente la fertilidad se
reducia®. Por todo lo mencionado, las pajillas tenian un minimo de 35 % de
espermatozoides con motilidad progresiva y minimo 85 % de certeza del sexo para alcanzar
los estandares de aprobacion®.

Concentracion

Ademaés del dafio causado por el proceso de sexado, otra de las causas de la disminucién en
la fertilidad del semen sexado Legacy se debia al bajo nimero de espermatozoides que
contiene la dosis®?%. Una dosis de 2.1 millones de espermatozoides es una dosis baja para
IA®®; sin embargo, se observd que para la mayoria de los toros la concentracion de
espermatozoides para obtener un porcentaje del 80 % de concepcién normal es
aproximadamente de 2 millones de espermatozoides por dosis®®. En vacas inseminadas (12
h después del celo natural) con dosis de 2 millones de espermatozoides de semen sexado y
convencional los porcentajes de gestacion fueron menores al 30 % y no difirieron entre el
semen sexado y el convencional, indicando que el nimero total de espermatozoides
inseminados parece tener un mayor impacto sobre la concepcion que el uso de semen sexado
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o convencional®). Por otra parte, no se encontrd diferencia (P=0.64) al inseminar (12 h
después del celo natural) vacas Holstein con 2.1 y 3.5 millones de espermatozoides sexados
obteniendo porcentajes de 23 % y 25 % respectivamente®®. Sin embargo, bajo condiciones
ideales de inseminacion, y con dosis de 3 millones de espermatozoides sexados en vacas de
carne en lactacion, los porcentajes de gestacion fueron similares a los de vaquillas®®”. En otro
estudio se encontrd que los porcentajes de gestacion fueron virtualmente idénticos con 1, 1.5
y 3 millones de espermatozoides por dosis (54 %, 56 % y 51 %, respectivamente)®@®.

Con base en los trabajos realizados, se puede ver que la baja concentracién espermatica de
las dosis de semen sexado era suficiente para obtener porcentajes adecuados de gestacion.

Diferencias entre toros

Se han reportado diferencias entre toros respecto a la tolerancia de los espermatozoides al
proceso de sexado®2". Ademas, se encontré una diferencia de hasta el 18 % de gestacion de
acuerdo al toro utilizado®?7, lo que indica que la fertilidad del semen sexado parece diferir
entre toros. Esto implica que la fertilidad del semen sexado no puede ser predicha de forma
precisa por medio de pruebas de campo como con semen convencional®®. Por lo tanto, se
debe tener cuidado al interpretar los resultados obtenidos con el semen sexado, ya que existe
una fuerte influencia del toro utilizado con los porcentajes de gestacion®®. De esta manera,
el monitoreo de resultados de semen sexado y mantenimiento de los toros (Holstein) con la
mas alta fertilidad para el sexado es la mejor manera para incrementar la fertilidad del
mismo®¥.

Otras aplicaciones del semen sexado Legacy

Semen sexado reverso

El sexado espermatico reverso (RSS), o también conocido como semen revertido, es una
técnica que permite obtener espermatozoides con cromosoma “X” y “Y” a partir de semen
congelado de manera convencional. Una ventaja de esta tecnologia es el poder obtener semen
sexado de toros de alto mérito genético que hayan muerto®. El RSS se ha asociado a otras
biotecnologias como la IAGY y la PIVEY, En pruebas realizadas con IA, los porcentajes de
gestacion fueron bajos, del 4 a10%C?, con 14.2 % de crias nacidas®?. Por lo mencionado, el
principal uso de esta tecnologia es con la PIV®?),
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Produccion in vivo de embriones con semen sexado Legacy

El uso del semen sexado Legacy para la ovulacion multiple de donadoras ha tenido resultados
muy variables, generalmente malos o0 muy bajos con respecto al semen convencional, donde
se reportan entre 1.4G% y 2.3s embriones transferibles® por recolecta. Algunos resultados
prometedores utilizando vaquillas reportan que no hay diferencia significativa entre semen
sexado y convencional®. Por todo lo anterior, el uso de semen sexado Legacy en programas
de ovulacion multiple se ha visto limitado.

Produccién in vitro de embriones con semen sexado Legacy

Historicamente siempre se ha considerado que el método mas econémico de usar el semen
sexado en programas de reproduccion en ganado bovino es a través de la PIV, ya que con
esta biotecnologia reproductiva se requiere una cantidad muy pequefia de espermatozoides.
Combinada con la aspiracion folicular guiada por ultrasonido, se obtienen grandes cantidades
de embriones generados tanto de espermatozoides “X” como “Y”. Muchos estudios se han
realizado utilizando semen sexado Legacy para producir embriones in vitro, y se han descrito
muchos aspectos relacionados con la produccién in vitro de embriones bovinos con este
semen, entre estos se encuentran las bajas tasas de fertilizacion, de divisiones, de produccion
de blastocistos, de gestacion y la variacion entre toros®®). Al evaluar el semen sexado fresco
comparado con semen convencional fresco y semen sexado congelado comparado con semen
convencional congelado para PIV, se encontrd que en el caso del semen fresco los resultados
parecian ser similares en cuanto a parametros de motilidad, sin embargo, en el porcentaje de
divisiones fueron menores (P<0.001) para el semen sexado fresco con respecto al semen
convencional fresco (66 vs 76 %, respectivamente). Al utilizar semen sexado congelado y
semen convencional congelado, no tuvieron diferencias en el porcentaje de divisiones. Otro
aspecto observado con el semen sexado fue que hubo un retraso de medio a un dia en el
desarrollo al estadio de blastocisto. Estos autores encontraron que la produccion de
blastocistos con semen sexado fue ~30 % menor comparado con semen convencional®”. En
otro estudio se reporto que el porcentaje de produccion de blastocistos obtenidos a partir de
ovocitos colectados por aspiracion folicular guiada por ultrasonido fue menor (P<0.05)
cuando se utilizo semen sexado comparado con semen convencional®. En general la
produccion de blastocistos con semen convencional es de alrededor del 30 al 40 % y del 10
al 20 % con semen sexado®®),

Por otra parte, en el caso de la PIV con RSS no se encontro diferencia estadisticamente
significativa (P>0.1) entre el porcentaje de blastocistos obtenidos utilizando semen sexado y
RSSEL3), De forma comercial en razas Bos taurus y Bos indicus, el uso de RSS para la PIV
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tuvo un porcentaje promedio del 30 % de produccion de blastocistos®®®. Un aspecto relevante
es que se ha encontrado que las crias producidas a partir de PIV con RSS presentan
significativamente mayores pesos al nacimiento (P=0.028), mayor crecimiento postnatal
(P=0.001), mayores porcentajes de mortalidad (en los primeros 6 meses de edad; P=0.008)
y reduccién en la produccion de leche (P=0.001), grasa (P=0.007) y proteina (P=0.031), con
respecto a las crias nacidas a partir de 1A%,

Semen sexado SexedULTRA™

Aspectos generales de la técnica

Las causas de una menor fertilidad del semen sexado se han atribuido a los diversos cambios
bioquimicos a los que son sometidos los espermatozoides durante el proceso de sexado.
Existen alrededor de 20 diferentes subprocesos involucrados en el sexado espermatico, entre
los mas criticos e importantes se encuentran el tiempo de mantenimiento antes de realizar la
tincién, exposicion al laser para generar fluorescencia y lograr la separacion entre
espermatozoides (con cromosomas “X” y “Y”) y por ultimo la exposicién a un campo
eléctrico para la separacion de poblaciones relativamente puras en un contenedor®3%3), De
acuerdo con lo mencionado, el desafio era buscar nuevas formas de controlar estos eventos
utilizando nuevos hardware, software, ademas de nuevas técnicas de procesamiento durante,
antes y después de las etapas de separacion espermatica®®),

La tecnologia Legacy o XY descrita en previas publicaciones!?% ha sido modificada y ahora
cambié a un totalmente nuevo sistema de sexado llamado ultrasexado o por su marca,
SexedULTRA™ (Navazota, TX, USA). La tecnologia de ultrasexado se ha disefiado para ser
menos agresiva para el espermatozoide durante los puntos mas criticos del proceso,
mejorando particularmente los cambios de pH (sistema buffer) y estrés oxidativo®?.

Modificaciones a la técnica

Aunqgue en la actualidad existen muy pocos datos acerca de esta nueva tecnologia (debido a
cuestiones de propiedad intelectual), se ha reportado que, en esta nueva técnica, se altero la
fisiologia espermatica para facilitar el ingreso del fluorocromo Hoechst 33342 y para
retenerlo dentro de la célula, lo que permite que haya mayor fluorescenciay con esto se logre
una mejor discriminacion entre las poblaciones “X” y “Y”. Por otra parte, el proceso de
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criopreservacion es otro paso muy estresante para la célula espermatica, por lo cual, la
tecnologia SexedULTRA™ se ide6 para simplificar y optimizar los medios y controlar estos
agentes estresores para el espermatozoide. Se modifico el protocolo, con un tratamiento
previo al proceso de tincion, ademas del uso de un nuevo medio de tincion que mantiene el
pH estable durante un periodo de tiempo més prolongado. EI medio de congelamiento
también fue modificado, tomando en cuenta la dosis de semen sexado®“?.

En el éxito del proceso de ultrasexado influyeron principalmente dos factores: las
modificaciones en los medios y los equipos para realizar el sexado. Los citometros MoFlo
SX™ (Cytomation Inc, Fort Collins, CO, USA) eran equipos muy costosos, voluminosos,
tenian bajo rendimiento y requerian de personal altamente capacitado para operarlos (Figura
4). Los modernos citometros Genesis desarrollados por Cytonome ST™ (Boston, MA, USA)
tienen caracteristicas electronicas avanzadas y automatizadas con mdltiples cabezas en una
maquina para una separacion paralela. El citometro Genesis III™ (Figura 6), utiliza un laser
de estado solido, dos detectores ortogonales (0° y 90° con respecto al laser), una boquilla de
orientacion y una separacion de subpoblaciones de ~8000 espermatozoides/segundo con
~90% de pureza, alcanzando un maximo de separacion de 500 millones de
espermatozoides/hora®?,

P

Figura 6: Citémetro Genesis III™ para sexado espermatico“?
0 f‘ . | ™~ E>

0y
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Pruebas de laboratorio de la tecnologia SexedULTRA™

Con estos cambios, en las pruebas de laboratorio, se incrementd la motilidad espermatica, asi
como la integridad del acrosoma con respecto a la tecnologia XY Legacy (sexado
convencional) considerando las mismas concentraciones espermaticas (Figura 7)®.

Figura 7: Comparacion de los métodos de sexado SexedULTRA™ y XY Legacy (Testigo)
sobre la evaluacion de calidad in vitro de semen

90 -

* % * %

80 4 u Control

70 1 m Sexed Ultra
60 - * %

50 -
40 -
30 -
20 -
10 4
0_

3h
Acrosomas
intactos (%)
La motilidad espermatica y la motilidad progresiva fueron evaluadas usando evaluacion de semen asistida por
computadora y el porcentaje de acrosomas intactos fue determinado mediante microscopia de contraste de
interferencia diferencial (n=12 toros). Barras con dos asteriscos difieren significativamente (P<0.001)®.

Motilidad Motilidad progresiva

Ademas, en pruebas de fertilizacion in vitro, el semen ultrasexado tuvo mayor nimero de
embriones congelables comparado con el semen sexado Legacy con un 13.2 % y 9 %,
respectivamente®).

Por otra parte, en 2018“%, se evalu6 la calidad espermética considerado, integridad de la
membrana plasmatica, porcentaje de acrosomas intactos e indice de fragmentacion del DNA
(DFI) del semen SexedULTRA™ comparado con el semen convencional. En el semen
SexedULTRA™ a las 3 h post-descongelado, el porcentaje de acrosomas intactos fue
significativamente mayor con respecto al semen convencional (Cuadro 1). En cuanto al DFI,
el semen SexedULTRA™ tuvo un DFI significativamente menor en todos los puntos de
evaluacion con respecto al semen convencional. Los autores concluyen que la tecnologia
SexedULTRA™ mantiene la calidad del semen y en muchos casos tiene mayor longevidad
in vitro comparado con el semen convencional.
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Cuadro 1: Comparacion de caracteristicas de semen SexedULTRA™ y semen
convencional congelado-descongelado

Medias minimo cuadréticas Tukey
Valor Tiempo Convencional SexedULTRA™ leeren'CIa EE P
de medias

Motilidad Oh 61.0 63.8 2.8 2.4 0.250
visual 3h 50.1 51.0 0.9 24 0.709
Motilidad Oh 60.6 63.8 3.2 2.2 0.157
total 3h 49.6 50.0 0.4 2.2 0.862
Motilidad Oh 49.8 53.0 3.3 2.5 0.198
progresiva 3 h 28.5 29.4 1.0 2.5 0.698
g/llaesTnbarSQZ 0h 55.6 56.7 1.1 16  0.502
! 3h 40.7 43.4 2.6 1.6 0.121
intacta

Acrosomas 0Oh 72.6 76.0 3.3 2.1 0.126
intactos 3h 55.6 62.3 6.7 2.1 0.004

EE= error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas con un valor P<0.05 (Valores
subrayados y en negritas), n=10¢3),

Evaluacion y estandarizacion de la tecnologia SexedULTRA™ en campo

En la primera evaluacion a nivel de campo utilizando la tecnologia SexedULTRA™ para IA
(Cuadro 2)“45 hubo un incremento del 7.4 % en las tasas de concepcion de vaquillas con
respecto a la tecnologia XY Legacy. La segunda prueba se realizé en colaboracién con la
compafiia comercial Select Sires (OH, USA); en esta prueba se utilizaron ocho toros Holstein
de los cuales se recolectd semen y se procesoé utilizando tanto la tecnologia SexedULTRA™
como la tecnologia XY Legacy, con lo que se inseminaron 6,930 vaquillas. Los resultados
mostraron que el semen SexedULTRA™ increment6 4.5 % (P<0.001) la tasa de concepcion
con respecto al semen XY Legacy (46.1 y 41.6 %, respectivamente(445),
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Cuadro 2: Resultados de pruebas de fertilidad en campo de vaquillas inseminadas con
semen SexedULTRAT™(#449)
Numero de inseminaciones  Porcentaje de concepcidn

Prueba Sexing Technologies

XY Legacy 1,166 47.32
SexedULTRA™ 957 54.7°
Diferencia de medias 7.4

Prueba Select Sires

XY Legacy 3,384 4162
SexedULTRA™ 3,546 46.1°
Diferencia de medias 45

3 Dentro de la prueba, filas con diferentes superindices difieren (P<0.01).

Con estas pruebas se observé que los efectos deletéreos de la tecnologia XY Legacy fueron
parcialmente aminorados con la nueva tecnologia SexedULTRA™, por lo que el siguiente
paso logico fue incrementar la concentracion espermatica por dosis, aunque en el pasado el
aumento en la concentracion espermatica no mejoré la fertilidad. La siguiente prueba se
realizd en colaboracion con la compafiia German Genetics International, para lo cual
utilizaron cinco toros Holstein a los cuales se les recolectd semen, y cada eyaculado se dividio
en cuatro partes para ser procesado con la tecnologia XY Legacy de 2.1 millones de
espermatozoides, SexedULTRA™ de 2.1, 3 y 4 millones de espermatozoides por dosis;
ademas se utilizo semen de estos mismos toros de eyaculados contemporaneos congelados
de forma convencional, con una concentracion de 15 millones de espermatozoides por dosis.
Se calcularon las tasas de no retorno al estro a 65 dias a partir de 7,855 inseminaciones con
semen sexado y 62,398 inseminaciones con semen convencional. En general el semen XY
Legacy de 2.1 millones de espermatozoides por dosis resulté en menores tasas de no retorno
al estro comparado con todos los tratamientos de SexedULTRA™ y semen convencional.
Los tratamientos de SexedULTRA™ de 2.1 y 3 millones de espermatozoides por dosis
fueron similares, pero menores que el semen convencional, sin embargo, el tratamiento de
SexedULTRA™ de 4 millones de espermatozoides por dosis tuvo tasas de no retorno al estro
similares al semen convencional de 15 millones de espermatozoides por dosis (Cuadro 3)“%).
Con los datos obtenidos se demostro por primera vez el efecto de la dosis respuesta utilizando
semen sexado y surgid la tecnologia SexedULTRA-4M™ (4x10° espermatozoides/pajilla).
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Cuadro 3: Efecto del incremento de la dosis espermatica con semen SexedULTRA™
sobre las tasas de no retorno al estro a 56 dias®)

Tratamiento Numero de Tasa de no retorno al estro
inseminaciones a 56 dias (%)

Legacy 2.1 millones 1,953 55.92

SexedULTRA™ 2.1 millones 1,999 59.9°

SexedULTRA™ 3.0 millones 2,013 60.0 °

SexedULTRA™ 4.0 millones 1,890 66.7

Convencional 15.0 millones 62,298 66.5°

ac | jterales distintas en la misma columna difieren (P<0.001).

En el caso de ovulacion multiple, se evalu6 el uso de semen SexedULTRA™ en donadoras
de embriones Holstein lactantes. En este trabajo utilizaron tres dosis de FSH para la ovulacion
multiple e inseminaron con semen SexedULTRA™. Con las dosis mas altas de FSH se
obtuvieron 4.5 embriones, sin encontrar diferencia entre las calidades (Cuadro 4)®“),

Cuadro 4: Porcentajes de todas las estructuras recuperadas, embriones transferibles y no
transferibles de vacas lecheras lactantes superovuladas con tres protocolos®“®

F700 F1000 F700 P300

Estructuras totales 47+3.02 8.1+3.8" 85+6.4"

. . 19+1.7¢2 44+26° 45+33"

0,

Embriones transferibles (%) (41.2) (54.7) (52.9)

. . 28+3.2 3.6+29 40+54

0,

Embriones no transferibles (%) (58.8) (45.3) (47.1)
Grado 1* (%) 19/33 (57.6) 96/150 (64.0) 66/117 (56.4)
Grado 2* (%) 13/33 (39.4) 46/150 (30.7)  43/117 (36.8)
Grado 3* (%) 1/33 (3.0) 8/150 (5.3) 8/117 (6.8)
Media de Grado* 1.45+0.5 141 +£0.6 1.50+0.6

F700= Folltropin 700 Ul, F1000= Folltropin 1000 Ul, F700P300= Folltropin 700 Ul+Pluset 300UI.
* Grados de calidad (IETS 1-3) de embriones bovinos transferibles recuperados de vacas lecheras lactantes
superovuladas con tres protocolos.
a | jterales distintas en la misma columna difieren (P<0.05).
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Tecnologia SexedULTRA-4M™ y su aplicacion en campo respecto al
semen convencional

En el caso de la tecnologia SexedULTRA-4M™ (4x10° espermatozoides/pajilla)*”, se
evalud el uso del semen SexedULTRA-4M™ en inseminacion artificial a tiempo fijo
utilizando vacas y vaquillas de carne. Sus resultados muestran que no hubo diferencia
significativa (P=0.61) en cuanto al porcentaje de prefieces entre el semen convencional
(61.9 %) y el semen SexedULTRA-4M™ (63.8 %), cuando las hembras presentaron celo
antes de la inseminacion artificial a tiempo fijo.

En otro experimento®® se compard el uso de semen convencional y semen SexedULTRA-
4M™ en TA utilizando tres toros (Angus) diferentes y vacas de carne. En este estudio, se
encontro que la fertilidad esta influenciada por el toro, ya que solo uno de tres toros no tuvo
diferencias en cuanto al porcentaje de gestaciones al comparar el semen convencional y el
SexedULTRA-4M™ ]o cual muestra que existe diferencia entre toros, asi como ocurre con
el semen sexado Legacy.

En el caso de ganado lechero, mediante IA de vacas Holstein en pastoreo evaluaron el semen
convencional y el semen SexedULTRA-4M™ de 10 toros y se concluyd que el semen
SexedULTRA-4M™ tiene menor tasa de concepcion comparado con el semen convencional;
sin embargo, eso depende del toro, de la fertilidad de la vaca y del hato®?,

Produccion in vitro de embriones con semen SexedULTRA-4M™

A la fecha, existe muy poca informacion acerca del uso de semen sexado SexedULTRA-
4M™ en la PIV. En un trabajo, se evalu6 este semen en PIV y se encontrdé que el semen
SexedULTRA-4M™ generé mayor numero de embriones congelables comparado con el
semen sexado Legacy (13.2 'y 9.2 % respectivamente; P>0.05)®. En otros dos trabajos, se
evaluo la PIV utilizando semen convencional y SexedULTRA-4M™ del mismo toro,
utilizando ovocitos de animales adultos®® y utilizando ovocitos de hembras prepuberes de 6
meses de edad® y no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los
blastocistos producidos con semen convencional y los producidos con SexedULTRA-4M™
en ambos trabajos; sin embargo, en el caso de los animales adultos hubo mayor nimero de
blastocistos con el semen SexedULTRA-4M™ (43.6 y 37.8 % respectivamente; P>0.05), sin
ser estadisticamente significativo. En otro trabajo se evalué la PIV utilizando semen
convencional y SexedULTRA-4M™ de cuatro toros de la raza Angus; en este estudio se
encontrd que hubo dos toros que fueron significativamente superiores para la produccién de
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blastocistos con el semen SexedULTRA-4M comparado con el semen convencional (24.2 y
20.4 %; 14.2 y 10.4 % respectivamente (P<0.05). En este trabajo también se concluyo que
los resultados de la PIV con semen SexedULTRA-4M fueron similares a los obtenidos con
semen convencional®?,

Otras técnicas de sexado espermatico

Lumisort™

Lumisort™ (Microbix Biosystems Inc., ON, Canadd) es una tecnologia de sexado
espermatico de nueva generacion para la industria ganadera. EI método Lumisort combina
un sistema optico para la deteccion del sexo de los espermatozoides, con un laser répido y
eficaz que destruye a los espermatozoides que no son del sexo deseado. Los espermatozoides
no sufren dafios debidos a la presién hidrostatica, no utiliza gotas por lo que no requiere de
vibraciones para alinear los espermatozoides, no requiere de cargas eléctricas y los
espermatozoides seleccionados son separados gentilmente. Se inicid por primera vez en el
afio 2005 y posteriormente se introdujo en la industria lechera en 20139, sin embargo, no
hay trabajos publicados en revistas cientificas donde se evalue esta tecnologia.

SexCell™ (Ablacion de género)

Esta tecnologia es muy reciente, al igual que la tecnologia de Lumisort, el sexado se realiza
por medio de citometria de flujo y los espermatozoides del sexo no deseado son destruidos®,
sin embargo, no se describe a detalle como es el proceso de sexado. Esta tecnologia ha sido
generada por la compafia Genus-IntelliGen Technology®® y es comercializada por la
compaiiia ABS (WI, USA)®. Solo existe una publicacion en la que evaluaron la tasa de
concepcion en vacas y vaquillas de carne inseminadas con semen convencional y semen
sexado por ablacion de genero. El semen convencional tuvo resultados estadisticamente
superiores comparado con el semen sexado en vacas, sin embargo, en vaquillas no hubo
diferencia significativa entre el semen convencional y el semen sexado®).

Técnicas en desarrollo

Sexado espermatico mediante nanoparticulas de oro

Esta técnica emplea nanoparticulas de oro funcionalizadas (AuNPs) para detectar secuencias
especificas del cromosoma “Y”, en espermatozoides morfologica y funcionalmente intactos.
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El primer paso consiste en el ingreso de las AuNPs a través de la membrana del
espermatozoide. Posteriormente, se da un acoplamiento no invasivo de una secuencia de
DNA especifica con la doble cadena de DNA espermatico. Una vez acopladas, se da el
reconocimiento del patrén de sefal especifico del cromosoma “Y” para identificar la
poblacion de espermatozoides™?.

Sexado espermatico mediante nanoparticulas magnéticas

Esta técnica solo se ha reportado en burros, sin embargo, posteriormente se podria emplear
en otras especies. Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) tienen un didmetro de 50 nm y
estan compuestas por un nucleo de magnetita de hierro cubierto de silice, y se cargan
negativamente. Las MNPs se mezclan con el semen y se exponen a un iman durante 20 min.
La interaccién entre la carga negativa de las MNPs y el potencial eléctrico de los
espermatozoides es diferente para aquellos espermatozoides con cromosoma “X” (20 mV) y
aquellos con cromosoma “Y” (16 mV). De esta forma los espermatozoides con cromosoma
“Y” se van a mantener mas cerca a las MNPs y van a formar un acimulo de espermatozoides,
y de esta manera se pueden separar las poblaciones®V),

Perspectivas a futuro

Es notable el avance de las diferentes tecnologias involucradas en el sexado espermatico.
Esto muestra que el sexado espermatico esta en continua evolucion y cada vez con mejores
resultados, tanto para la inseminacion artificial como para otras biotecnologias como la
produccion in vivo e in vitro de embriones en bovinos, lo cual podria ser aplicado a otras
especies como los ovinos, caprinos, equinos y cerdos. Por tal motivo, se vislumbra que en un
futuro no muy lejano, esta tecnologia desplace al semen convencional o incluso que no se
requiera de equipos costosos Y sofisticados para poder llevarla a cabo.
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